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Élucidation chez S. pombe du mécanisme d’import de la protéine nucléaire liant les 
queues poly(A), Pab2; ainsi que de son implication en collaboration avec Abpl, une 




Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en Biochimie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4
Au laboratoire du Dr. Bachand, l’orthologue chez la levure à fission de la protéine 
humaine PABPN1 qui est reliée à la dystrophie musculaire oculopharyngée a été découvert. 
Cette protéine se nomme Pab2. Elle a une localisation nucléaire, fait la navette entre le 
noyau et le cytoplasme, et les arginines de son domaine arginine riche sont 
asymétriquement diméthylées tout comme son orthologue humain. Bien que ces protéines 
aient une localisation nucléaire, aucune étude in vivo n’a été effectuée afin d’élucider leur 
mécanisme d’import nucléaire.
Dans mon premier projet de recherche, la levure à fission a été utilisée pour 
caractériser le mécanisme d’import nucléaire de ces protéines liant les queues poly(A). H a 
été démontré que Pab2 détient un signal de localisation nucléaire de type PY-NLS qui est 
suffisant et nécessaire à sa localisation nucléaire ainsi qu’à l’exécution de ses fonctions. De 
plus, il a été démontré que le PY-NLS de Pab2 provoque l’internalisation nucléaire de la 
protéine hétérologue GST-GFP-Pab2 (139-166). De concert avec un système d’import 
nucléaire de type PY-NLS, une délétion de la karyophérine Kapl04, orthologue de la 
KapP2 qui est le transporteur des cargos PY-NLS, engendre un défaut d’import nucléaire 
de Pab2. S’ensuit aussi par la démonstration d’une interaction physique directe entre Pab2 
et Kapl04. Il a été observé que la méthylation du domaine arginine riche en C-terminal, où 
se retrouve le PY-NLS, n’affecte pas la localisation de Pab2. Toutefois, dans un contexte 
où Pab2 détient un signal de localisation nucléaire sub-optimal ; la méthylation du domaine 
arginine riche réduit son efficacité d’import nucléaire. Finalement, une vérification in vivo 
de l’importance du mécanisme d’import de type PY-NLS de PABPN1 par un système 
d’inhibition spécifique de la Kap|32 a permis de confirmer que ce mécanisme d’import n’est 
pas nécessaire à sa localisation nucléaire. Suggérant la présence de systèmes d’imports 
nucléaires redondants ainsi que la possibilité d’une autre voie d’import nucléaire prioritaire 
pourPABPNl.
Une analyse transcriptomique par micropuce d’ADN a permis d’identifier divers 
gènes surexprimés dans une cellule pab2A. Une des classes de gènes qui ont été identifiés 
se réfère à des éléments génétiques mobiles se dénommant Tf2 chez la levure à fission. La 
confirmation de l’accumulation d’environ deux fois des transcrits Tf2 dans une souche 
pab2à par buvardage Northern a fit naître mon deuxième projet de recherche. Plusieurs 
études ont démontré que Pab2 agit dans la même voie que Rip6, une exonucléase 3’-5’,
Ill
dans la maturation et la dégradation de divers transcrits de façon post-transcriptionnelle. 
Afin de corroborer une répression post-transcriptionnelle des Tf2 par Pab2; un essai 
génétique a été effectué en combinant sa délétion à celle d’une protéine, Abpl, connue pour 
réprimer de façon transcriptionnelle ces 7/2. Étonnamment, une diminution d’accumulation 
de transcrits 7/2 a été observée dans le double mutant comparativement au simple mutant 
abplA. Une immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) par la Pol II a permis de 
confirmer que ce phénotype était d’ordre transcriptionnel. Les essais de ChIP ont aussi 
permis de corroborer un rôle post-transcriptionnel de répression des Tf2 par Pab2. Il a été 
démontré par un autre groupe de recherche qu’il y a activation du RNAi envers les Tf2 qui 
mènent à l’établissement d’une marque d’hétérochromatine dans un mutant rrpôA. Un 
dépistage de transcrits antisens aux 7/2 a permis d’en identifier un qui accumule dans un 
double mutant abplAJpablA. D a aussi été observé que ce transcrit antisens accumule à des 
étapes spécifiques de la méiose. De plus, son accumulation dans des mutants génétiques ou 
bien en méiose corrèle négativement avec l’accumulation de l’ARNm des 7/2.
Mots clés : S. pombe, "poly(A)-binding protein", import nucléaire, expression génique, 
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Eucarya est l’un des trois domaines du système de classification taxonomique proposé par 
Cari Woese. Les deux autres domaines sont ceux des Archaea et des Bacteria (Woese et al!, 
1990). Les eucaryotes (Eucarya) sont nommés ainsi par la présence d’une structure propre 
à eux ; le noyau. Le mot eucaryote provient du grec “eu" et Tcàpuov' signifiant bien et 
noyau respectivement. En plus du noyau comme structure particulière, ils ont aussi la 
présence d’un cytosquelette et d’organelles délimitées par des membranes (e.g. 
mitochondrie et chloroplaste) (Katz, 2012).
1.1 La levure à fission ; un organisme modèle
La levure à fission, Schizosaccharomyces pombe, a été décrite pour la première fois par P. 
Lindner en 1893. Il isola S. pombe à partir d’une bière d’Afrique de l’Est. 
Schizosaccharomyces est un nom taxonomique composé provenant du mot Saccharomyces 
pour levure et Schizo pour croissance par fission ; le mot pombe, signifiant bière provient 
du swahili ; une des langues parlées en Afrique de l’Est. La levure à fission est un 
champignon unicellulaire détenant un cycle cellulaire eucaryote et une division mitotique 
conventionnelle. Cette levure est facilement manipulable génétiquement et analysable 
biochimiquement et son génome a été séquencé au complet (Simanis, 2004). La levure à 
fission est un organisme modèle pour l’étude des gènes eucaryotes tout comme la levure à 
bourgeon, Saccharomyces cerevisiae. Toutefois, la levure à fission est plus proche 
évolutivement des mammifères que la levure à bourgeon. Par exemple, 43 % de ces gènes 
ont des introns, un ratio beaucoup plus élevé que la levure à bourgeon (Yanagida, 2002). 
Les promoteurs et les signaux de polyadénylation d’origine mammifère sont fonctionnels 
chez S. pombe, ce qui n’est pas le cas chez S. cerevisiae (Zhao and Lieberman, 1995). La 
levure à fission adopte une organisation structurale de ses chromosomes et une variété de 
ses modifications post-traductionnelles des histones plus complexes que la levure à 
bourgeon et par le fait même plus similaires aux organismes pluricellulaires. S. pombe, tout
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comme pour les cellules humaines, requière les mitochondries pour leur viabilité, tandis 
que la levure à bourgeon peut s’en priver grâce à sa capacité à croître en conditions 
anaérobiques (Yanagida, 2002). De plus, plusieurs gènes importants chez les mammifères 
ont été validés pour une complémentation fonctionnelle chez divers mutants génétiques de
S. pombe. La présence de seulement trois chromosomes chez S. pombe et, dans la plupart 
des cas, de seulement une copie encodée dans son génome d’une protéine régulatrice clé 
facilite les analyses (Rhind et al., 2011). Pour toutes ces raisons énumérées ci-haut, cela fait 
de Schizosaccharomyces pombe un organisme modèle puissant pour l’élucidation de 
mécanismes biologiques cellulaires.
1.1.1 La mitose chez S. pombe
Les cellules haploïdes de S. pombe effectuent un cycle cellulaire mitotique eucaryotique 
typique, quoique contenant quelques exceptions. En effet, bien qu’elles entreprennent les 
quatre phases de la mitose G l, S, G2 et M; elles effectuent de courtes phases M, G1 et S 
comptabilisant seulement 30 % du cycle (10 % chacune) et une très longue phase G2 
totalisant 70 % du cycle. De plus, il y a un délai entre la fin de la mitose et la séparation 
complète des cellules filles. En fait, le début de la réplication de l’ADN coïncide avec la 
septation résultant qu’à deux cellules complètement séparées qu’au début de la phase G2. 
De plus, la levure à fission exécute une mitose fermée. Cela signifie que lors de la mitose, il 
n’y a pas de démantèlement de la membrane nucléaire (Richard, 2004, Zhao and 
Lieberman, 1995).
1.1.2 La méiose chez S. pombe
La méiose est un des plus grands programmes de différenciation qu’une cellule puisse 
entamer. Ce programme engendre, entre autres, une réduction irréversible du contenu 
génétique et mène à la formation de gamètes qui est le point de départ de la prochaine 
génération. Il est donc évident que plusieurs mécanismes de régulation existent afin de bien 
coordonner ce processus de différenciation cellulaire. La levure à fission est un des
15
organismes les mieux compris au niveau de la régulation de son cycle méiotique 
(Yamamoto, 2004).
Tout d’abord, la levure comporte deux types sexuels soit "plus " (+) et "minus " ('). Avant de 
débuter la méiose, S. pombe, doit être diploïde et détenir les deux types sexuels. Ceci peut 
se produire, par exemple, lors de la conjugaison (accouplement) entre-deux souches 
haploïdes hétérothalliques "plus " et "minus" (h+ et h") en réponse à une carence en azote. 
Cette conjugaison sera suivie d’une phase pré-méiotique de réplication de l’ADN. Par la 
suite, il y aura déroulement du processus d’enjambement lors de l’étape de queue de cheval 
"horse-tail stage" chez S. pombe. Cette étape s’appelle ainsi en raison de la forme qu’adopte 
le noyau lors de cette dernière. Forme causée par un phénomène de va-et-vient des 
chromosomes qui est très spécifique à la levure à fission. S’ensuivront la méiose 
réductionnelle, la méiose équationnelle et finalement la formation de quatre ascospores 
haploïdes qui seront prêtes à reprendre un cycle mitotique lorsque des conditions de 
croissance appropriées seront présentes. Toutes ces étapes chez S. pombe sont coordonnées, 
entre autres, grâce à des vagues d’activation et de répression transcriptionnelles de 
plusieurs gènes (Ioannoni et al., 2012, Mata et al., 2002, Mata et al., 2007, Richard, 2004).
La protéine Mei2 est un élément critique de l’engagement de la cellule dans le processus 
méiotique. Mei2 forme un complexe avec un ARN non-codant afin de séquestrer la 
protéine Mmil. Cette dernière en collaboration, entre autres, avec Pab2, une protéine 
nucléaire liant les queues poly(A), bloquent l’entrée en méiose en ciblant la dégradation 
spécifique de transcrits méiotiques. Mei2 est aussi inactivée en phase végétative par 
phosphorylation par la kinase Patl. Néanmoins, l’activation de Mei2 est possible lors de 
l’expression de la protéine Mei3 qui est un pseudo substrat inhibiteur de Patl. Il est à noter 
que l’expression de Mei3 est dépendante de la synthèse des protéines Matl-Mm et Matl- 
Pm provenant des deux loci de types sexuels (matl-p et matl-m). La compréhension de la 
régulation de l’entrée en méiose a permis d’élaborer un système de synchronisation du 
cycle méiotique basé sur l’inactivation de la protéine kinase Patl (St-Andre et al., 2010, 
Yamamoto, 2004, Yamamoto, 2010).
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Figure 1. Représentation schématique des cycles cellulaires de la levure à fission.
Figure inspirée de (Richard, 2004).
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2. EXPRESSION GÉNIQUE
L’expression génique est le processus où l’information d’un gène est utilisée pour mener à 
bien un phénotype. Généralement, l’information d’un gène mène à la formation d’une 
protéine qui effectuera une fonction biologique. Néanmoins, plusieurs gènes mènent à la 
formation de produits non-protéiques tout autant effectifs (e.g. ARNt, ARNr et ARNsn). 
L’expression génique est un processus comportant plusieurs étapes dont entre autres la 
transcription, la maturation et l’export des ARNm, la traduction, les modifications post- 
traductionnelles. Toutes ces étapes peuvent être modulées, qui par conséquent affecteront 
l’expression de l’information génique. Ces régulations de l’expression génique permettent à 
la cellule entre autres de se différencier, de réguler ces cycles cellulaires mitotiques et 
méiotiques et de s’adapter à diverses conditions environnementales.
2.1 Chromatine
La chromatine est l’assemblage du génome avec des protéines (e.g. histones) menant à la 
formation d’un complexe nucléoprotéique permettant la régulation de divers processus 
impliquant l’ADN génomique (e.g. régulation de la transcription, ségrégation des 
chromosomes et réplication de l’ADN). La structure de la chromatine est conservée de la 
levure à l’humain. L’unité répétitive de base de la chromatine se nomme nucléosome qui 
consiste en une séquence d’ADN de 147 pb qui est enroulée 1.7 fois autour d’un octamère 
d’histones. Cet octamère est constitué de quatre doublets des protéines H2A, H2B, H3, H4. 
On retrouve aussi l’histone H1 qui, quoique ne faisant pas partie du nucléosome, se 
retrouve entre ces dernières. Par ailleurs, sa fonction suggérée est d’aider l’interconnexion 
entre les nucléosomes et de faciliter la compaction de la chromatine en une fibre de 30 nm 
(Suganuma and Workman, 2011). Finalement, on retrouve aussi des variantes d’histones 
qui permettent d’influencer les fonctions du nucléosomes. Ces histones pour la plupart sont 
des variantes de H2A et H3. Les histones H4 et H2B sont quasi invariables à travers les 
eucaryotes (Campos and Reinberg, 2009).
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L’assemblage des nucléosomes s’effectue lors de la phase S et est relié intimement à la 
réplication de l’ADN et au passage de la fourche de réplication (Lucchini and Sogo, 1995). 
Lors de la réplication, les histones préexistantes sont ségrégées sur l’ADN matrice et celle 
nouvellement répliquée. Le reste des nucléosomes sont nouvellement synthétisés et 
assemblés par un processus ordonné (Sogo et al., 1986). Premièrement, deux hétérodimères 
de H3 et H4 sont déposés sur l’ADN de façon séquentielle ou ensemble sous forme d’un 
hétérotétramère. Par la suite, deux hétérodimères de H2A et H2B sont déposés pour former 
l’octamère (English et al., 2006, Worcel et al., 1978). Les histones nucléosomales vont 
interagir ensemble grâce à leur domaine C-terminal hydrophobique, nommé domaine 
globulaire des histones. Les chaperonnes d’histones sont requises pour ce processus 
d’assemblage. Étant généralement enrichies en acides aminés acides, elles neutralisent les 
fortes charges positives des histones les empêchant de s’agréger de façon aléatoire avec 
l’ADN chargé négativement (Verreault, 2000).
Dans le génome on retrouve deux types de chromatine soit l’euchromatine et 
l’hétérochromatine. Cette dernière est constituée de deux sous-types : soit
l’hétérochromatine constitutive et facultative. L’euchromatine est associée à des régions 
actives transcriptionnellement comme les gènes codants pour les ARNm, ARNt et ARNr. 
Elle est peu compacte, dynamique et accessible pour les machineries transcriptionnelles. 
L’hétérochromatine constitutive, quant à elle, est associée à des régions peu actives 
transcriptionnellement comme les régions centromériques, péricentromériques et 
télomériques. L’hétérochromatine facultative est associée à des régions 
transcriptionnellement réprimées, mais dont l’expression peut être induite dans certaines 
conditions. Par exemple, on y retrouve les loci de types sexuels chez S. pombe, le 
chromosome X inactivé chez la femelle des mammifères ainsi que les gènes 
développementaux Hox. (Campos and Reinberg, 2009, Clapier and Cairns, 2009, Rando 
and Chang, 2009). Les régions hétérochromatiniennes sont caractérisées par une forte 
densité de nucléosomes. L’assemblage de l’ADN dans les nucléosomes réprime l’initiation 
de la transcription in vitro et in vivo. Le niveau basai de transcription in vivo est réduit 
simplement en assemblant l’ADN en nucléosome avec les histones (Han and Grunstein, 
1988, Lorch et al., 1987). Afin de contrer l’effet répressif des nucléosomes sur la
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transcription, les propriétés du nucléosome peuvent être modifiées entre autres par 
plusieurs modifications post-traductionnelles (Shahbazian and Grunstein, 2007).
2.1.1 Code des histones
L’information génique contenue dans la majorité des cellules d’un organisme pluricellulaire 
est identique. Toutefois, les cellules de différents organes ou tissus peuvent avoir des 
expressions géniques différentielles leur permettant d’acquérir diverses fonctions 
spécialisées. Les modifications post-traductionnelles des histones contribuent à la 
diversification de l’expression génique (Greer and Shi, 2012). Ces modifications post- 
traductionnelles s’effectuent en grande partie sur l’extrémité N-terminale des huit histones. 
Ces extrémités émergeant du cœur du nucléosome sont non-structurées et très riches en 
acides aminés basiques. Les modifications post-traductionnelles leurs étant associées sont 
la méthylation, l’acétylation, l’ubiquitination, la proline isomérisation, la ribosylation, la 
phosphorylation et la sumoylation (Suganuma and Workman, 2011). Ces modifications 
covalentes peuvent mener à divers phénotypes tels que la compaction/ouverture de la 
chromatine, le recyclage/remplacement des histones, l’augmentation/diminution de la 
transcription ainsi que le remodelage des nucléosomes. Un code des histones a été proposé 
afin de corréler une modification post-traductionnelle avec un phénotype biologique. Bien 
qu’il y ait une certaine corrélation, la relation s’avère plus complexe que cette simple 
association proposée. En fait, une combinaison de modifications ainsi que le contexte 
chromatinien entourant le nucléosome vont influencer majoritairement le phénotype 
résultant.
2.1.2 Méthylation des histones
La méthylation des histones est une modification de la chromatine répandue à travers le 
génome qui affecte grandement les processus biologiques aux niveaux développementaux 
et des réponses cellulaires. La méthylation des histones peut s’exécuter sur tous les acides 
aminés basiques soit les arginines, les lysines et les histidines. Les arginines peuvent être 
monométhylées et diméthylées symétriquement ou asymétriquement sur leur groupe
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guanidinyl. Les lysines peuvent être mono, di ou triméthylées. Les histidines peuvent être 
monométhylées, toutefois cette méthylation est rare et n’a pas été étudiée en détail. Les 
sites de méthylation des histones les plus étudiés se retrouvent sur les lysines ; H3K4, 
H3K9, H3K27, H3K36, H3K79 et H4K20. En général, la méthylation des histones est la 
modification post-traductionnelle la plus stable de ces dernières. Même qu’auparavant on 
croyait que cette marque était irréversible. Maintenant, il est connu que cette marque est 
réversible et même que plusieurs déméthylases ont été découvertes (Greer and Shi, 2012).
Trois familles d’enzymes ont la capacité de catalyser le transfert d’un groupement méthyl 
du métabolite S-adénosylméthionine à une histone. Les protéines contenant le domaine 
SET et les protéines DOT 1-like forment deux familles qui méthylent les lysines des 
histones (Feng et al., 2002, Rea et al., 2000). Certains membres de la famille des protéines 
arginines méthyltransférases (PRMT) ont la capacité de méthyler les arginines des histones 
(Bannister and Kouzarides, 2011). Actuellement, deux familles de déméthylases sont 
connues. Les deux familles, les amines oxidases et les protéines contenant le domaine 
jumonji C, déméthylent seulement les lysines (Shi et al., 2004, Tsukada et al., 2006). La 
présence d’arginine déméthylase demeure encore incertaine à ce jour.
Le comment et quand ces enzymes sont recrutées de façon spécifique à la chromatine pour 
catalyser leurs réactions sur les histones est un sujet d’intense étude. Certains groupes de 
recherche ont identifié des séquences d’ADN spécifiques ayant la capacité de recruter 
plusieurs enzymes modifiant les histones à la chromatine. Un de ces exemples bien étudiés 
est les éléments de réponse du groupe Polycomb. Ces éléments recrutent les protéines du 
groupe Polycomb dont le Polycomb repressive complex 2 responsable de catalyser la 
triméthylation de la lysine 27 de l’histone 3 (Fritsch et al., 1999). D’autres groupes de 
recherche, bien que la compréhension complète du mécanisme in vivo demande encore à 
être plus approfondie, ont identifié certains longs ARN non-codants (LncRNA) ayant la 
capacité de recruter des méthylases et déméthylases à des locus spécifiques en s’y liant et 
les ciblant (Gelfand et al., 2011, Pandey et al., 2008, Rinn et al., 2007, Tsai et al., 2010). 
D’ailleurs, l’identification de plus de 1000 LncRNAs chez les mammifères (Guttman et al., 
2009), en combinaison avec certaines évidences que ces LncRNAs peuvent agir en cis et
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en trans mènent à des hypothèses que ces LncRNAs puissent avoir une très grande 
implication au niveau du recrutement locus spécifique des méthylases et déméthylases 
d’histones (Koziol and Rinn, 2010). D y a aussi les petits ARN (sRNA) qui ont des impacts 
au niveau de la modification de la chromatine incluant la méthylation des histones. Chez la 
levure à fission, l’ARN interfèrent (RNAi) est requis pour l’établissement et/ou le maintien 
de l’hétérochromatine au niveau des régions centromériques qui sont caractérisées par la 
méthylation de la lysine 9 sur l’histone H3 (H3K9me) (Noma et al., 2004, Sugiyama et al., 
2005, Verdei et al., 2004). Le RNAi a aussi été lié au niveau de la présence de H3K9me et 
de la formation de l’hétérochromatine chez Arabidopsis thaliana et les mammifères, 
suggérant que le mécanisme est conservé à travers l’évolution (Fukagawa et al., 2004, 
Zilberman et al., 2003). Finalement, la méthylation de l’ADN semble aussi avoir un rôle 
dans le recrutement de la méthylation des histones, en fait certaines évidences suggèrent 
que ces deux marques de méthylation se promeuvent l’une et l’autre afin d’établir la 
formation d’hétérochromatine (Bartke et al., 2010, Fuks, 2005). La méthylation des 
histones peut avoir différents impacts sur l’activité transcriptionnelle d’un gène. Les 
marques de H3K4me, H3K36me et H3K79me sont généralement associées à des régions 
actives transcriptionnellement ; tandis que les marques de H3K9me et H3K27me sont 
généralement associées à des régions réprimées transcriptionnellement (Greer and Shi, 
2012).
2.1.3 Acétylation et déacétylation des histones
L’acétylation et la déacétylation des histones sont effectuées respectivement par les 
histones acétyltransférases (HATs) et les histones déacétylases (HDACs). Les HATs 
catalysent le transfert d’un groupement acétyle du donneur acétyle CoA sur le groupement 
e-amine de la lysine de l’histone, tandis que les HDACs vont enlever ce groupement 
acétyle de la lysine. Les HATs et HDACs ont deux modes d’action ; soit qu’elles sont 
recrutées spécifiquement aux régions régulatrices au niveau du promoteur, respectivement, 
par des activateurs ou répresseurs de transcription ou bien qu’elles agissent de façon 
globale et non-spécifique à travers le génome. Les HATs et HDACs n’agissent pas en solo, 
mais font généralement partie de complexes multiprotéiques. La même enzyme peut faire
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partie de différents complexes qui lui conféreront des spécificités différentes au niveau de 
ces cibles et/ou de son temps d’action. Par exemple, selon le complexe auquel la même 
HAT est associée, elle peut acétyler soit les histones libres ou bien les histones 
nucléosomales (Shahbazian and Grunstein, 2007).
Il est connu que l’acétylation et la déacétylation des histones ont des rôles importants dans 
la recombinaison, la réparation et la réplication de l’ADN. Toutefois, un des rôles les plus 
étudiés par rapport au niveau de l’acétylation des histones est son importance majeure pour 
la détermination de la conformation de la chromatine. En fait, plusieurs études ont 
démontré que la déacétylation de H4K16 est un déterminant critique à la formation in vitro 
d’une structure condensée de la chromatine (Shahbazian and Grunstein, 2007). En fait, le 
cristal du nucléosome a démontré que la région basique des acides aminés 16 à 25 de H4 
forme plusieurs ponts d’hydrogènes et interactions ioniques avec une région acide du 
dimère H2A-H2B du nucléosome adjacent (Luger et al., 1997). Conséquemment, il a été 
observé que l’hyperacétylation de H4 altère la résistance à la dénaturation thermique des 
nucléosomes (Siino et al., 2003). Entre autres, l’acétylation va permettre de contrer les 
fortes charges positives des histones et ainsi diminuer leur affinité avec l’ADN, ce qui 
rendra la chromatine moins compacte et par conséquent plus accessible pour les 
machineries transcriptionnelles. Plus directement, les groupements acétyles peuvent aussi 
servir de site de reconnaissance pour certains facteurs favorisant la transcription. En 
général, il est entendu que l’acétylation et la déacétylation des histones vont, 
respectivement, promouvoir et réprimer l’activité transcriptionnelle (Shahbazian and 
Grunstein, 2007). Cependant, de nouvelles recherches démontrent que la déacétylation est 
un élément clé pour une régulation efficace de la transcription. En fait, un contrôle de la 
déacétylation à l’intérieur d’un gène empêche des initiations cryptiques de la transcription à 
ces endroits (Carrozza et al., 2005, Keogh et al., 2005). De plus, les HDACs contribuent au 
maintien du cycle rapide d’acétylation et de déacétylation des histones qui se retrouve aux 
gènes fortement exprimés, ce qui est nécessaire à une bonne initiation de la transcription 
(Robyr et al., 2002, Wang et al., 2002).
Finalement, l’acétylation des histones est aussi importante pour leur assemblage en 
nucléosome par les chaperonnes d’histones. En faite, les nouvelles histones synthétisées
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sont rapidement acétylées par les HATs. Il est suggéré que les groupements acétyles sur 
l’histone libre leur permettre d’être bien reconnue et liée par les chaperonnes d’histones. 
Ces dernières assembleront les histones en nucléosome et immédiatement après les histones 
seront déacétylées pour être acétylées à nouveau. Ces dernières acétylations pourront varier 
selon le contexte chromatinien de l’emplacement du nucléosome ce qui lui accordera 
différents phénotypes (Shahbazian and Grunstein, 2007).
2.2 RNAi
Le RNAi est un mécanisme de répression de l’expression génique conservé chez une 
grande proportion des eucaryotes (Hiriart et al., 2012). Il implique des sRNA qui sont liés 
par des protéines de la famille argonautes formant ainsi un complexe effectif pour la 
répression spécifique de gènes basé sur la reconnaissance par homologie de séquences. Ces 
répressions peuvent être d’ordre post-transcriptionnel par un clivage de l’ARNm ou une 
répression traductionnelle ou bien d’ordre transcriptionnel par la formation 
d’hétérochromatine. Ce dernier mécanisme de répression, observé entre autres chez S. 
pombe, sera vu en détail dans la prochaine section.
2.2.1 Formation d’hétérochromatine de façon RNAi-dépendante chez la levure à 
fission
Chez la levure à fission, le RNAi a une grande importance au niveau de la formation de 
domaines majeurs d’hétérochromatines tels les centromères, les télomères et les loci de 
types sexuels (Cam et al., 2005, Volpe et al., 2002). Le RNAi chez la levure à fission est 
constitué de trois protéines effectrices majeures, soit Dcrl, Rdpl et Agol (Goto and 
Nakayama, 2012) (Figure 2). Dcrl est une ribonucléase de type III (Hiriart et al., 2012). Le 
RNAi est dépendant de Dcrl pour le clivage des longs ARNdb pour la production des 
duplexes siRNA. Dcrl est capable de se lier au complexe de l’ARN polymérase dépendante 
de l’ARN (RDRC), qui génère l’ARNdb à l’aide de Rdpl, une ARN polymérase ARN- 
dépendante. Le RDRC est composé de Rdpl, de Cidl2 une polyA polymérase et de Hrrl 
une hélicase putative. Le complexe RDRC est recruté à la chromatine à l’aide du complexe
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de répression transcriptionnelle induit par le RNAi (RITS) et de Swi6, une HP1 homologue 
(Sugiyama et al., 2005). Le complexe RITS est composé de Agol, protéine liant les siRNA 
et détenant une activité endoribonucléase, autrement connue comme activité de tranchage. 
De plus, elle est la seule protéine faisant partie de la famille argonaute chez S. pombe. Le 
RITS comprend deux autres membres soit Chpl qui contient un chromodomaine ayant la 
capacité de lier H3K9me et Tas3 qui sert de pont entre Agol et Chpl (Hiriart et al., 2012). 
Les fonctions majeures du RITS sont de recruter la machinerie du RNAi pour l’assemblage 
de l’hétérochromatine et aussi de cibler ce recrutement grâce à la reconnaissance séquence 
spécifique du siRNA associé à Agol.
En plus de ces trois protéines effectrices majeures et de leur complexe, le RNAi nécessite 
d’autres complexes et protéines pour l’assemblage de l’hétérochromatine. Dont, entres 
autres, le complexe de chaperonne de siRNA de argonaute (ARC) et le complexe Clr4 
(CLRC). Le complexe ARC est composé de Agol et des protéines Arbl et Arb2. Ce 
complexe est associé aux duplexes siRNA générés par Dcrl et sert au bon chargement de 
ces derniers sur Agol. De plus, la sous-unité Arbl est capable de supprimer l’activité de 
"slicing" de Agol, suggérant que le complexe ARC sert à prévenir un tranchage prématuré 
du duplexe siRNA. D est suggéré que cela permet d’obtenir un Agol chargé avec un siRNA 
simple brin effectif seulement au moment où il sera requis dans le complexe RITS (Buker 
et al., 2007). Le CLRC, quant à lui, est composé de Clr4, Cul4, Rikl, Dosl et Dos2. Tous 
les membres de ce groupe sont essentiels à la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 par 
Clr4 qui est la seule à détenir cette activité chez S. pombe. De plus, Clr4 contient un 
chromodomaine capable de lier H3K9me nécessaire à la diffusion de l’assemblage de 
l’hétérochromatine (Zhang et al., 2008). Cul4 sert de protéine d’échafaudage pour le 
complexe E3 ubiquitine ligase comprenant Rikl et Dosl. Bien que le CLRC a une activité 
ubiquitinase in vitro, il n’y a toutefois pas d’information si ce complexe exécute cette 
fonction in vivo (He et al., 2013). Le CLRC peut être recruté à la chromatine par le RITS 
grâce à une protéine, Stcl, servant de pont entre les deux complexes (Bayne et al., 2010). 
En effet Stcl par son extrémité N-terminale lie Agol et par son domaine C-terminal lie le 
CLRC (He et al., 2013).
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Ce mécanisme de formation d’hétérochromatine est dépendant de la génération d’ARNdb. 
Donc, ces régions transcriptionnellement réprimées doivent générer de l’ARNdb. Il a été 
observé que lors de la phase S, Swi6 recrute Epel, cette dernière étant une protéine anti- 
silencement contenant un domaine jumonji C qui favorise la transcription par la polymérase 
II des régions péricentromériques dg et dh menant à la formation d’ARNdb. Ce phénomène 
permet ainsi le début de la boucle de rétroaction positive pour l’assemblage de 
l’hétérochromatine de façon RNAi-dépendant (Zofall and Grewal, 2006).
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Figure 2. Représentation schématique du mécanisme d’établissement de 
l’hétérochromatine de façon RNAi dépendant chez la levure à fission.
I) Ciblage du RITS à un transcrit naissant et possibilité de clivage co-transcriptionnel de ce 
dernier par Agol. Ancrage du RITS à la chromatine par la liaison de Chpl à H3K9me. H) 
Recrutement du complexe CLRC, par l’entremise de Stcl et du RUS, et méthylation de la 
lysine 9 sur l’histone H3. III) Recrutement du complexe RDRC et synthèse d’ARNdb. IV) 
Clivage de l’ARNdb par Dcrl et production de duplexes siRNA. V) Chargement des 
duplexes siRNA sur Agol à l’intérieur du complexe ARC. VI) Tranchage d’un des deux 
brins du duplex siRNA par Agol et formation du complexe RUS, complétant ainsi la
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boucle de rétroaction positive. VII) Propagation de la marque H3K9me et liaison à celle-ci 
des HP1 orthologues, Swi6  et Chp2, formant une plateforme de recrutement pour les 
HDAC et les chaperonnes d’histones exécutant le remodelage et la formation de 
l’hétérochromatine. Figure inspirée de (Goto and Nakayama, 2012).
2.3 Exosome
L’exosome est un complexe multi-protéiques et est considéré comme un élément majeur de 
l’activité ribonucléase chez les eucaryotes. Il est impliqué dans divers processus impliquant 
le contrôle de qualité et la dégradation de la quasi-totalité des ARN tant au noyau qu’au 
cytoplasme. Au noyau, il est aussi impliqué dans la maturation des ARNr, des snoRNA et 
des snRNA (Porrua and Libri, 2013). Toutes ces activités sont couvertes par seulement trois 
domaines contenant des activités ribonucléases. Bien qu’il diffère quelque peu, l’exosome 
est aussi conservé chez les Archaea et les Bacteria (Chlebowski et al., 2013).
2.3.1 Structure et activité enzymatique de l’exosome
L’exosome chez les eucaryotes est composé de dix à onze sous-unités protéiques (Figure 
3). Ces sous-unités peuvent être divisées en deux groupes en se basant sur leurs propriétés 
structurales et fonctionnelles. Le premier groupe comprend neuf protéines formant le cœur 
de l’exosome. Le deuxième groupe comprend deux énormes protéines, ayant une masse 
moléculaire avoisinant les 100 kDa, qui s’associent au cœur de l’exosome. Ces dernières, 
Dis3 et Rrp6 , détiennent les activités ribonucléases (Chlebowski et al., 2013).
Le cœur de l’exosome
La structure du cœur de l’exosome est bien connue grâce, entre autres, à l’obtention du 
cristal de ce dernier chez l’humain (Liu et al., 2006). D est composé de neuf sous-unités 
disposées de façon à former un baril et chacune de ses sous-unités ont une masse variant de 
20 à 50 kDa. Trois de ses sous-unités, Rrp4, Rrp40 et Cls4, détiennent des domaines de 
liaison à l’ARN. Ils forment le capuchon "cap" du cœur de l’exosome. Ces dernières 
n’interagissent pas entre elles, mais chacune d’elle est plutôt reliée à deux sous-unités de 
l’hexamère. L’hexamère forme l’anneau inférieur du cœur de l’exosome comprenant six
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protéines soit : Rrp41, Rrp42, Rrp43, Rrp45, Rrp46 et Mtr3. Chacune de ses protéines ne 
contient qu’un seul domaine qui est homologue à celui de la RNase PH de E. coli. 
Toutefois, ces dernières n’ont plus l’activité enzymatique retrouvée chez E. coli due à des 
mutations ponctuelles au site catalytique. Le canal formé à l’intérieur du cœur de l’exosome 
est suffisamment large pour accommoder le passage d’un ARNsb seulement (Chlebowski 
et al., 2013, Dziembowski et al., 2007, Liu et al., 2006). Le cœur de l’exosome semble 
toujours être assemblé ensemble. Des expériences de co-immunoprécipitation ont démontré 
que la purification des sous-unités du cœur de l’exosome est toujours stœchiométrique. 
Bien que le cœur de l’exosome ne détienne pas d’activité catalytique, il est essentiel à la vie 
ainsi qu’au bon fonctionnement de l’exosome in vivo (Allmang et al., 1999, Chlebowski et 
al., 2011, Mitchell et al., 1997).
Ribonucléase Dis3
La protéine Dis3 chez la levure et son orthologue humain Rrp44 détiennent plusieurs 
domaines. Elles comportent, entre autres, deux domaines catalytiques soit les domaines 
RNB et PIN. Le domaine RNB détient une activité 3’-5’ exoribonucléase processive et se 
situe à l’embouchure inférieure du baril où y est acheminé l’ARNsb à travers le canal 
(Frazao et al., 2006, Lorentzen et al., 2008, Zuo and Deutscher, 2001). Son domaine PIN 
quant à lui détient une activité endoribonucléase sur les ARNsb seulement. De plus, ce 
domaine PIN sert à l’interaction directe entre Dis3/Rrp44 et Rrp41 permettant son 
association au cœur de l’exosome (Lebreton et al., 2008, Schneider et al., 2009). Les 
protéines Dis3 sont toujours associées au cœur de l’exosome qui module son activité 
catalytique. De ce fait, on peut considérer la protéine Dis3 comme étant la dixième sous- 
unité du cœur de l’exosome. En effet, comme la délétion d’une sous-unité du cœur de 
l’exosome, la délétion de Dis3 chez la levure mène à une non-viabilité. Chez l’humain on 
retrouve un autre membre de la famille Dis3 soit la protéine Dis3L! Cette dernière ne 
détient toutefois pas d’activité endoribonucléase due à des mutations dans le site actif du 
domaine PIN. Bien que Dis3L détient moins d’homologie que Rrp44 avec l’orthologue 
Dis3 chez la levure, elle a la même composition de domaines que Rrp44 (Chlebowski et al., 
2011, Januszyk and Lima, 2011).
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Ribonucléase Rrp6
Rrp6  détient un domaine catalytique DEDD qui lui confère une activité 3’-5’ 
exoribonucléase distributive (Zuo and Déutscher, 2001). Des données de cryo-microscopie 
électronique ont permis de suggérer que Rrp6  se situe du côté du capuchon du cœur de 
l’exosome, soit à l’opposé de Dis3 (Cristodero et al., 2008). Bien que Rrp6  ne soit pas 
essentielle à la vie, sa délétion engendre de sévères défauts de croissance (Chlebowski et 
al., 2011, Januszyk and Lima, 2011). Contrairement à l’activité exoribonucléase 3’-5’ de 
Dis3 qui est affectée par son association au cœur de l’exosome, Rrp6  ne semble pas l’être 
(Chlebowski et al., 2011 ).
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Figure 3. Représentation schématique de la structure de l’exosome.
Cœur de l’exosome : A) Vue de dessous et B) Vue de dessus. C) Vue latérale du cœur de 
l’exosome avec ses deux sous-unités catalytiques incluant leurs domaines exoribonucléase 
3’-5’ et endoribonucléase. Figure inspirée de (Januszyk and Lima, 2011).
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2.3.2 Localisation de l’exosome
Le cœur de l’exosome est retrouvé dans le cytoplasme et le noyau, quoique plus concentré 
dans ce dernier. Contrairement aux sous-unités du cœur de l’exosome, Dis3 et Rrp6  
peuvent être retrouvées dans des compartiments spécifiques menant à des isoformes de 
l’exosome. Chez la levure, Dis3 a la même localisation que le cœur de l’exosome tandis 
que Rrp6  est restreinte au noyau. Donnant ainsi deux isoformes possibles soit (cœur de 
l’exosome + Dis3) retrouvé au noyau et cytoplasme et (cœur de l’exosome + Dis3 + Rrp6 ) 
exclusif au noyau. Chez l’humain, on retrouve trois isoformes majeures de l’exosome. Ces 
isoformes sont (cœur de l’exosome + Rrp6 ) dans le nucléole, (cœur de l’exosome + Rrp44 
+ Rrpô) dans le nucléoplasme et (cœur de l’exosome + Dis3L) dans le cytoplasme. Chez 
l’humain les protéines Dis3 sont exclues du nucléole (Chlebowski et al., 2013).
2.3.3 Cofacteurs de l’exosome
Il est rendu incontesté que l’exosome dépend de cofacteurs afin de mener à bien ses 
fonctions. En effet, plusieurs fonctions de l’exosome nécessitent différents modes d’action 
et de régulation. La plupart de ces cofacteurs sont nécessaires pour l’acheminement et le 
ciblage des transcrits à l’exosome pour leur maturation ou leur dégradation. On retrouve 
plusieurs cofacteurs ayant différentes fonctions. Au cytoplasme, on retrouve le complexe 
Ski et la protéine Ski7. Le complexe Ski est composé de deux sous-unités Ski8 , une sous- 
unité Ski3 et une sous-unité Ski2. Cette dernière détient une activité ARN hélicase, tandis 
que les deux autres ont des domaines médiant des interactions protéine-protéine. Ski7 
permet la connexion entre le complexe Ski et l’exosome cytoplasmique. Ces cofacteurs 
sont nécessaires à la dégradation par l’exosome des ARNm normaux ainsi qu’à la 
dégradation rapide des ARNm ne détenant pas de codon stop. Il est à noter que les 
fonctions cytoplasmiques de l’exosome ne sont pas essentielles, probablement dû à la 
redondance du système de dégradation cytoplasmique 5’-3’ des ARN par l’exoribonucléase 
Xml (Schaeffer et al., 2011). Au noyau, on retrouve un important complexe cofacteur 
impliqué dans une grande proportion de la dégradation et maturation des ARN nucléaires 
par l’exosome. Ce complexe se nomme le Trf-Air-Mtr4 golyadénylation (TRAMP). Le
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TRAMP a été majoritairement étudié chez la levure à bourgeon. Chez cette dernière, on y 
retrouve deux complexes TRAMP soit (Trf4-Air2-Mtr4) et (Trf5-Airl-Mtr4), le premier 
étant le plus prépondérant. Chez la levure à fission on ne retrouve qu’un complexe 
TRAMP, donc conséquemment qu’un orthologue de la famille Trf et Air soit 
respectivement Cidl4 et Airl. Les protéines Trf sont des poly(A) polymérases distributives 
non-canoniques. Ces dernières contrairement à la poly(A) polymérase processive 
canonique, Papl, ne détiennent pas de domaine de liaison à l’ARN. Ce sont les protéines 
Air qui détiennent ce domaine de liaison à l’ARN. Mtr4, quant à elle, est une ARN hélicase 
qui peut s’associer directement à l’exosome. Le TRAMP facilite et augmente l ’activité de 
l’exosome en favorisant la formation d’une extrémité non-structurée en 3’ des transcrits 
ciblés pour la dégradation de l’exosome. Premièrement, il y a addition par la protéine Trf 
d’une séquence non-structurée de 4-6 adénines en 3’ des ARN ciblés pour la dégradation. 
Suivi de la liaison de Mtr4 à cette séquence d’adénine qui par la suite grâce à son activité 
ARN hélicase favorise la formation d’ARNsb qui est nécessaire pour l’entrée dans le baril 
de l’exosome (Butler and Mitchell, 2011, Chlebowski et al., 2013, Schmidt and Butler, 
2013).
3. TRANSPORT NUCLÉOCYTOPLASMIQUE
Le transport nucléocytoplasmique est nécessaire à la localisation de plusieurs protéines et 
types d’ARN leur allouant ainsi la bonne compartimentation pour exécuter leurs fonctions. 
Ce mécanisme permet de contrer les barrières physiques imposées par l’enveloppe 
nucléaire qui séparent le noyau du cytoplasme. Le transport nucléocytoplasmique est 
bidirectionnel, soit qu’il a la possibilité d’exporter des cargos du noyau ou bien d’en 
importer. Son fonctionnement est dépendant de la présence d’une méga structure protéique 
que l’on nomme le complexe du pore nucléaire (CPN) ainsi que de récepteurs de transport 
nucléocytoplasmique qui reconnaissent les signaux de localisation des cargos. Sa 
bidirectionnalité est fondée sur la distribution asymétrique d’une protéine G, Ran, couplée à 
du GTP au noyau et à du GDP au cytoplasme (Quimby and Corbett, 2001).
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3.1 Enveloppe nucléaire
L’enveloppe nucléaire est composée de deux membranes nucléaires, soit la membrane 
nucléaire externe et interne. Ces deux membranes phospholipidiques se rejoignent 
seulement au CPN. Chez les eucaryotes multicellulaires, l’enveloppe nucléaire contient en 
plus un réseau de filaments intermédiaires, soit la lamina nucléaire, se situant à l’interne de 
la membrane nucléaire interne. Ce réseau de filaments intermédiaires est composé de 
protéines lamines de type A et B qui aide à la restructuration de l’enveloppe nucléaire après 
la mitose. Au début de la mitose les lamines sont phosphorylées les rendant solubles et 
causant le désassemblage de l’enveloppe nucléaire. Leur déphosphorylation s’ensuit à la fin 
de la mitose, amorçant le réassemblage de l’enveloppe nucléaire (Hetzer, 2010). Les 
levures exécutant une mitose fermée, où il n’y a pas de désassemblage de l’enveloppe 
nucléaire, n’ont et ne requièrent pas la lamina nucléaire (Taddei and Gasser, 2012). La 
membrane nucléaire externe est contiguë avec le réticulum endoplasmique. L’enveloppe 
nucléaire exerce une barrière physique empêchant la diffusion de tous métabolites ayant 
une masse supérieure à 5 kDa. Afin de permettre des échanges entre le noyau et le 
cytoplasme de molécules ayant des masses moléculaires plus élevées, l’enveloppe nucléaire 
comporte en multiples copies une méga structure se nommant le complexe du pore 
nucléaire (Marfori et al., 2011, Quimby and Corbett, 2001, Xu et al., 2010).
3.2 Complexe du pore nucléaire
Le complexe du pore nucléaire (CPN) est une grande structure ayant un poids moléculaire 
aux alentours de 125 MDa chez les vertébrés et d’environ 6 6  MDa chez la levure. Bien 
qu’il y ait une grande différence au niveau de la taille des CPN entre la levure et les 
vertébrés ; leur compositions protéiques, leur structure générale ainsi que le mécanisme de 
transport nucléocytoplasmique s’y déroulant sont conservées (Sistla et al., 2007). De plus, 
on retrouve une densité de CPN par aire de surface d’enveloppe nucléaire similaire entre la 
levure et les vertébrés soit, respectivement, d’environ 12 CPN par pm2 et de 10 à 20 CPN 
par pm2. En ajout de sa nécessité pour le transport nucléocytoplasmique, le CPN est aussi 
impliqué dans divers autres processus comme la réparation de l’ADN, la ségrégation des
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chromosomes, la régulation de l’expression génique ainsi que dans l’organisation 
chromatinienne (Bukata et al., 2013, Grossman et al., 2012).
Le CPN a une structure en forme de beigne détenant un diamètre externe de 100 nm et une 
symétrie octogonale autour d’un canal central. Il arbore aussi des filaments protéiques 
flexibles émanant du côté cytoplasmique et un assemblage, en forme de panier, de 8  
filaments se joignant à un anneau distal du côté nucléoplasmique (Taddei and Gasser, 
2012). Ces derniers médient des interactions spécifiques qui peuvent servir de plateforme 
de recrutement pour des complexes de transport nucléocytoplasmique. En plus d’un canal 
central détenant un diamètre de 40 nm, le CPN détient 8  canaux périphériques d’un 
diamètre estimé entre 5-10 nm. Alors que le canal central peut accommoder des méga 
complexes comme des particules virales et même des ribosomes assemblés, il a été estimé ‘ 
qu’un canal périphérique peut accommoder le passage de molécules arborant une masse 
moléculaire jusqu’à 60 kDa (Grossman et al., 2012, Zuleger et al., 2012).
Le CPN est composé d’environ 500 nucléoporines de plus de 30 différents types (Chatel 
and Fahrenkrog, 2012). Chaque nucléoporine peut être répétée soit 8 , 16, 32 ou 48 fois afin 
de former un CPN. Les différentes nucléoporines ont des masses moléculaires variant entre 
50 à 360 kDa (Grossman et al., 2012). Les nucléoporines basées sur leur séquence d’acides 
aminés et leur motif de structures prédites sont classifiées en trois groupes. Le premier 
groupe de nucléoporine, nucléoporines transmembranaires, comprend les protéines détenant 
des domaines transmembranaires qui permettent l’ancrage du CPN à l’enveloppe nucléaire. 
Ces dernières se situent à l’extrémité extérieure du CPN. Le second groupe, nucléoporines 
d’échafaudages, contient des domaines aux motifs "a-solenoid" et/ou "P-propeller". Elles 
forment le cœur du CPN et la majorité y demeure associée tout au long du cycle cellulaire. 
De plus, elles permettent de faire le pont entre les nucléoporines transmembranaires et les 
nucléoporines de barrages. Ce dernier groupe de nucléoporines se retrouve à la face interne 
et sur toute la longueur du canal central du CPN et se prolonge même aux faces 
cytoplasmiques et nucléoplasmiques. Elles détiennent des motifs répétitifs de 
phénylalanine-glycine (FG) qui, en liant les récepteurs de transport nucléocytoplasmique, 
favorisent leur translocation à travers le canal central du CPN. Ce sont aussi ces motifs qui
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imposent une barrière de diffusion passive à un maximum de 40-60 kDa en formant un 
réseau de filaments non-structurés à l’intérieur du canal central (Chatel and Fahrenkrog, 
2012, Grossman et al., 2012, Hetzer, 2010).
Bien que certaines nucléoporines comme celles d’échafaudages sont très stables dans le 
CPN; des essais de FRAP, soit de recouvrement de fluorescence après photoblanchiment, 
sur différentes nucléoporines ont permis de conclure que certaines d’entres elles, dont 
celles de barrages, sont très mobiles (Zuleger et al., 2012). Il a aussi été suggéré que le 
dynamisme de ces nucléoporines dans certaines régions du CPN est important pour le 
passage de méga complexe ainsi qu’à la capacité de supporter, simultanément, 1’import et 
l’export de différents complexes de transport (Grossman et al., 2012).
3.3 Récepteurs de transport nucléocytoplasmique
La famille des karyophérines p comprend les récepteurs de transport nucléocytoplasmique 
qui exécutent la majorité du trafic nucléocytoplasmique. Elles ont été identifiées au départ 
pour leur habilité à lier la protéine GTPase Ran grâce à un domaine de liaison se retrouvant 
dans leur région N-terminale (Gorlich et al., 1997). Les karyophérines p sont aussi connues, 
dépendamment de leur mode d’action, sous le nom d’importines et d’exportines. Elles font 
la navette entre le cytoplasme et le nucléoplasme et larguent leur cargo dans le 
compartiment approprié. Les karyophérines P identifient de façon spécifique le signal de 
localisation de leurs cargos et les acheminent au CPN pour la translocation (Grossman et 
al., 2 0 1 2 ).
Chez l’humain et la levure, on retrouve respectivement dix-neuf et quatorze karyophérines 
p. Ces dernières ont une masse moléculaire variant entre 90-150 kDa et ont une identité de 
séquence de seulement 10-20 %. Toutefois, elles contiennent toutes 19-20 hélices formant 
un domaine répétitif "HEAT" arborant une structure en forme d’hélice bacilliforme ou en 
anneau. Les karyophérines p lient de deux façons leurs cargos soit directement ou par 
l’entremise d’une protéine adaptatrice. Cette dernière méthode est utilisée, entre autres, par 
la Kappi qui est responsable de plus de la moitié de 1’import nucléaire dans la cellule. Elle
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utilise les karyophérines a comme protéines adaptatrices qui font le pont entre la KapPl et 
le cargo. On retrouve six isoformes de karyophérines a dans la cellule humaine, chacune 
ayant une préférence pour différents cargos (Chook and Suel, 2011, Marfori et al., 2011, 
Mason et al., 2009, Xu et al., 2010). Chez la levure à fission, on en retrouve deux soit Impi 
et Cut 15 qui s’associent avec la Kap95, soit l’orthologue de Kappi, pour 1’import nucléaire 
de plusieurs protéines (Chen et al., 2004).
3.4 Signal de localisation
Bien que les karyophérines P aient chacun leur propre éventail de cargos, seulement trois 
catégories de signaux de localisation ont été caractérisées à ce jour. Deux de ces signaux 
sont des signaux de localisation nucléaire (NLS) soit le classique (cNLS) et le proline- 
tyrosine (PY-NLS). Le troisième est un signal d’export nucléaire (NES) (Xu et al., 2010). 
Pour être considérée comme un signal de localisation, une séquence d’acide aminé du cargo 
doit répondre à quatre postulats. Premièrement, il doit être nécessaire pour l’import/export 
du cargo ; deuxièmement, il doit être suffisant à l’import/export d’une protéine non-reliée à 
un système de transport nucléocytoplasmique ; troisièmement, ledit cargo doit être capable 
de lier directement la karyophérine en question ; finalement, le transport du cargo doit être 
aboli lors de l’inactivation/délétion de la karyophérine en question (Lange et al., 2007).
cNLS
Le cNLS est composé de deux types de séquences consensus soit le monopartite et le 
bipartite qui sont dans les deux cas riches en acides aminés basiques. La séquence 
consensus du monopartite est décrite comme suit K: [K/R]-X-[K/R], où X désigne 
n’importe quel acide aminé. La séquence consensus du bipartite est moins stricte et est 
décrite comme suit [K/R]-[K/R]-Xi0-i2-[K/R]3/5, où [K/Rh/5 signifie la présence de trois 
arginines ou lysines à l’intérieur de cinq acides aminés consécutives. Les deux types de 
cNLS sont reconnus et liés par les karyophérines a  qui vont servir de pont entre le cargo et 
la KapPl. Le complexe ternaire sera acheminé au CPN où il sera dirigé au nucléoplasme 
(Xu et al., 2010).
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PY-NLS
Le PY-NLS est trop variable pour seulement être décrit par une séquence consensus 
traditionnelle. Il est donc composé de séquences consensus en combinaison avec des 
propriétés physico-chimiques à satisfaire au niveau de certains de ses épitopes. D est en 
effet composé de trois épitopes indépendants se distribuant sur 15-30 acides aminés et est 
décrit comme suit [basic/hydrophobic]-X„-[R/H/K]-X2-5-PY. Le premier épitope retrouvé 
en N-terminale peut être basique, soit un segment de 4-20 résidus enrichis en acides aminés 
basiques, ou bien hydrophobique répondant à la séquence consensus suivante 0  r [G/A/S]- 
®3-<I>4, où O représente n’importe quels acides aminés hydrophobiques (Lee et al., 2006). 
Le PY-NLS est directement reconnu et lié par la KapP2, plus particulièrement par son 
extrémité C-terminale en forme d’arche. Une analyse bio-informatique basée sur cette 
séquence consensus à permis d’identifier plus d’une centaine de candidats potentiellement 
importés par un PY-NLS. De plus, il a été démontré qu’environ une vingtaine de protéines 
liant des ARN sont importées par ce mécanisme. (Bonifaci et al., 1997, Xu et al., 2010).
NES
Le seul NES détenant une séquence consensus connue à ce jour est généralement riche en 
leucine. Toutefois, comme le PY-NLS, les séquences correspondant au NES sont très 
variables. De sorte que sa séquence consensus est aussi basée sur des propriétés physico­
chimiques. En effet, la séquence consensus est généralement distribuée sur 10-15 résidus 
où l’on y retrouve 3-4 acides aminés hydrophobiques uniformément distribués, elle est 
décrite de la façon suivante 91 -X2-3-<p2-X2-3-(p3-X-cp4, où cp représente soit une leucine, 
valine, isoleucine, phénylalanine ou méthionine (la Cour et al., 2004). Les cargos détenant 
ce NES sont reconnus, liés directement et exportés du noyau par l’exportine Crml 
(Fomerod et al., 1997, Fukuda et al., 1997, Ossareh-Nazari et al., 1997, Stade et al., 1997). 
L’utilisation d’un inhibiteur spécifique à Crml, la leptomycine B, a permis d’identifier plus 
de 200 cargos exportés du noyau par cette karyophérine (3. Parmi ceux-ci, environ 40 % 
seulement détiennent un signal de localisation conforme à la séquence consensus du NES 
(Kosugi et al., 2008, la Cour et al., 2004). Revenant au fait que ces signaux de localisation
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sont très variables, tout comme pour le PY-NLS, l’établissement d’une séquence consensus 
ne peut satisfaire à tous les cargos importés/exportés par une karyophérine spécifique. Cela 
dit, il n’y a toujours pas de séquence consensus d’établie pour les signaux de localisation 
des 16 autres karyophérines P (Xu et al., 2010).
Modifications post-traductionnelles pouvant affecter la localisation
Le transport nucléocytoplasmique peut être régulé à trois niveaux soit aux CPN, aux 
karyophérines P et au cargo. Les mécanismes de régulation impliquant le CPN ou bien les 
karyophérines P vont affecter la localisation de plusieurs cargos. Tandis qu’une régulation 
au niveau du cargo va être spécifique à cette dernière. Une façon de réguler le transport 
nucléocytoplasmique d’une protéine est par des modifications post-traductionnelles 
apportées à celle-ci, telles la phosphorylation, l’ubiquitination et la méthylation. Chacune 
de ces modifications post-traductionnelles peut avoir un impact positif ou négatif sur 
l’import ou l’export d’un cargo (Terry et al., 2007).
Plusieurs études ont observé que ces modifications peuvent avoir des impacts au niveau de 
l’affinité entre le cargo et sa karyophérine ou de provoquer des changements de 
conformations du cargo (Bedford and Clarke, 2009, Nardozzi et al., 2010, Terry et al., 
2007). Par exemple, la diméthylation asymétrique des arginines du domaine RGG de la 
protéine FUS diminue son affinité pour son transporteur la KapP2 et favorise sa localisation 
cytoplasmique (Dormann et al., 2012). Un exemple impliquant un changement de 
conformation est celui de la protéine STAT1. Sa phosphorylation induit son 
homodimérisation qui engendre un réarrangement structurel menant à la génération d’un 
signal de localisation nucléaire provoquant son internalisation nucléaire (McBride et al., 
2002, Meyer et al., 2002). <
3.5 Mécanisme de transport nucléocytoplasmique
Comme pour la plupart des GTPases, Ran hydrolyse le GTP lentement et c’est à travers la 
liaison de protéines effectrices que sa forte efficacité d’hydrolyse du GTP en GDP va être
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activée. Ces protéines effectrices liant la protéine Ran sont RanGAP et RanBPl se 
retrouvant, respectivement, exclusivement et majoritairement au cytoplasme. In vitro, 
RanGAP augmente de 10 000 fois l’activité GTPase de Ran et augmente de 100 000 fois 
avec la présence de RanGAP et RanBPl (Bischoff et al., 1995). Donc, lorsque Ran est au 
cytoplasme son activité est stimulée et se retrouve donc sous forme RanGDP. Toutefois, 
Ran à une localisation nucléaire prédominante et est importée, sous la forme RanGDP, par 
le transporteur NTF2 qui ne fait pas partie de la famille des karyophérines p. Une fois au 
noyau le GDP de Ran est remplacé par du GTP par la protéine RanGEF, une protéine liant 
la chromatine retrouvée exclusivement au noyau. La distribution spécifique des protéines 
effectrices de Ran mène à sa distribution asymétrique sous forme RanGDP au cytoplasme 
et RanGTP au nucléoplasme sur lequel est fondée la bidirectionnalité du transport 
nucléocytoplasmique. En effet, lors de l’import nucléaire, la karyophérine va lier son cargo 
au cytoplasme et l’acheminer au CPN où il y aura translocation. Une fois au noyau, les 
karyophérines p, détenant un domaine de liaison spécifique au RanGTP dans leur N- 
terminal, seront liées par la protéine Ran ce qui engendra un changement de conformation 
provoquant le largage du cargo. Dans le cas d’un mécanisme d’export nucléaire, la 
karyophérine P, le RanGTP et le cargo vont former un complexe ternaire qui sera exporté 
du noyau. Une fois au cytoplasme la protéine Ran sera stimulée et hydrolysera son GTP en 
GDP, ce qui engendra le désassemblage du complexe ternaire et par conséquent le largage 
du cargo au cytoplasme (Chook and Suel, 2011, Marfori et al., 2011, Quimby and Corbett, 
2001, Xu et al., 2010) (Figure 4).
Les mécanismes de transport nucléocytoplasmique décrits ci-haut se basent sur une 
translocation à travers le canal central du CPN pour des protéines solubles. Toutefois, les 
protéines membranaires de la membrane nucléaire interne de l’enveloppe nucléaire ne 
peuvent accéder au canal central sans être excisées de leur membrane. Leur acheminement 
à la membrane interne est important, car elles sont impliquées dans divers processus, dont 
l’organisation chromatinienne et la régulation de l’expression génique (Hetzer, 2010). Ces 
protéines doivent migrées du réticulum endoplasmique à la membrane externe de 
l’enveloppe nucléaire pour emprunter le CPN pour leur translocation à la membrane 
nucléaire interne. Quatre mécanismes différents de translocation des protéines
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membranaires de la membrane nucléaire interne sont supportés par des études. Le premier 
implique une diffusion à travers les canaux périphériques du CPN suivi de leur rétention à 
la membrane nucléaire interne. Le deuxième est similaire au premier, toutefois il est 
dépendant énergétiquement de l’ATP. Le troisième implique la présence d’un NLS sur la 
protéine membranaire qui est reconnu et lié par une karyophérine. Toutefois, il n’est 
toujours pas connu si ce mécanisme emprunte le canal central ou les canaux périphériques 
ou bien s’il engendre une restructuration du CPN pour leur translocation. Le dernier 
mécanisme est basé sur une diffusion facilitée où les domaines répétitifs FG contenus dans 
la protéine membranaire interagiraient avec ceux des nucléoporines retrouvés aux canaux 
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Figure 4. Représentation schématique de différents mécanismes de transport 
nucléocytoplasmique.
À gauche, mécanisme d’import nucléaire de protéines solubles. Au centre, mécanisme 
d’export nucléaire de protéines solubles. À droite, mécanisme d’import nucléaire de 
protéines membranaires. Figure inspirée de (Quimby and Corbett, 2001, Zuleger et al., 
2012).
4. ÉLÉMENTS GÉNÉTIQUES MOBILES
Les éléments génétiques mobiles (EGM) ont été découverts par le Dr. Barbara McClintock 
grâce à ses recherches en cytogénétique du maïs. Elle reçut le prix Nobel de physiologie ou 
médecine en 1983 pour la découverte de ces EGM qu’elle nomma transposons (Feschotte et 
al., 2002). Les EGM sont ubiquitaires chez les eucaryotes. De plus, ils peuvent représenter 
une grande proportion du génome. Par exemple, chez l’humain les EGM représentent 45 % 
du génome. Les EGM sont considérés comme les moteurs de l’évolution génomique. Ils 
sont capables, entre autres, de créer des mutations, des insertions, des délétions et des 
réarrangements chromosomiques. De plus, il peut y avoir domestication des gènes des 
EGM pour le bénéfice de l’organisme hôte. En effet, on retrouve 47 gènes codants pour des 
protéines chez l’humain qui découlent des EGM dont le gène syncytin qui est impliqué dans 
la morphogenèse du placenta (Dupressoir et al., 2012, Lander et al., 2001).
Les EGM sont catégorisés dans deux grandes classes. La classe 1 comprend les 
rétrotransposons et la classe 2 comprend les transposons à ADN. Les rétrotransposons 
passent par un intermédiaire d’ARN qui est réverse transcrit en ADN avant d’être mobilisé 
dans le génome. Tandis que les transposons à ADN se servent de leur ADN comme matrice 
pour la mobilisation dans le génome. Parmi chacune de ces deux classes, on retrouve 
plusieurs familles utilisant des mécanismes différents afin de parvenir à leur mobilisation, 
voir figure 5 (Chenais, 2013).
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-L’intégration de l’ADN double brin est effectuée 
par une intégrase apparentée aux transposases
( copia*, gypsy*, ERVs )
I
Helitron*
-Un intermédiare d’ADNsb du site donneur est 
répliqué par une mécanisme en cercle roulant
X
Non-LTR 
-L’intégration et la réverse transcription 
est médiées par une endonucléase
( LINE. Penelope* )
Maverick*
- Une ‘ viral-Iike" ADN polymérase et une 
’retroviral-like" intégrase semblent être impliquées 
dans l’intégration de l’ADN double brin
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Figure 5. Organigramme de la classification des éléments génétiques mobiles.
Classification basée majoritairement sur le mécanisme de transposition. Des exemples de 
familles d’EGM dans le groupe se retrouvent en parenthèse. L’astérisque et le soulignement 
signifient, respectivement, que cette famille/groupe n’est pas et est présente dans le génome 
humain. Figure inspirée de (Chenais, 2013).
4.1 Les rétrotransposons et rétrovirus de type LTR
Bien que les EGM soient considérés comme les moteurs de l’évolution génomique, ils 
peuvent être menaçants pour l’organisme au niveau individuel. Comme mentionnés ci-haut, 
ils sont capables d’affecter de façon importante le génome. Es peuvent ainsi provoquer des 
dérégulations de l’expression génique qui peuvent mener à différentes maladies 
potentiellement létales. Par exemple, chez l’humain plusieurs maladies auto-immunes et 
cancers sont reliées aux activités des EGM. Parmi ceux-ci, on y retrouve les rétrovirus 
endogènes humain (HERV). Ces HERV sont des rétrotransposons de type longue répétition 
terminale (LTR) qui proviennent d’anciens rétrovirus ayant infectés les humains qui au 
cours de l’évolution ont perdu leur capacité de synthétiser une enveloppe fonctionnelle. 
Cette dernière leurs confèrent l’habilité d’infecter d’autres cellules avoisinantes.
Les EGM de type LTR sont une famille qui compte pour plus de 8  % du génome humain. 
En plus de ces EGM de type LTR, on retrouve aussi des rétrovirus de type LTR qui 
peuvent causer des maladies aux humains, comme le virus de l’immunodéficience humaine 
(VIH) qui cause le syndrome de l’immunodéficience acquise (SIDA) ainsi que le virus T- 
lymphotropique humain (HTLV) qui cause divers cancers comme des leucémies et des 
lymphomes. Donc, cela va sans dire qu’il est important d’étudier ces EGM et rétrovirus de 
type LTR (Black et al., 2010, Chenais, 2013, Huang et al., 2012, Prudhomme et al., 2005).
4.2 Les EGM de la levure à fission
Chez la levure à fission on retrouve des rétrotransposons de type LTR soit les transposons 
de la levure à fission 1 et 2 (Tfl et Tf2). Ils ont une taille de 4.9 kpb les classant parmi le 
top 2 % des plus longs gènes de la levure à fission (Mourier and Willerslev, 2010). Ces
45
éléments sont des bons candidats pour l’étude de la régulation d’expression génique des 
EGM et rétrovirus de type LTR. En effet ces Tfl et 7/2 ont une composition génomique 
similaire à celle des rétrovirus de type LTR. Les Tfl et 7/2 sont composés de deux LTR 
dans la même orientation à leurs extrémités 5’ et 3’. Le LTR est un promoteur fonctionnel 
qui est subdivisé en trois régions qui sont U3, R et U5. Respectivement dans ces trois 
régions, on y retrouve des éléments en cis régulateurs de la transcription, l’endroit de 
l’initiation de la transcription et finalement des éléments régulant la terminaison de la 
transcription qui sont toutefois, pour ce dernier, actifs seulement dans le LTR 3’. Entre les 
deux LTR, on retrouve un cadre de lecture codant pour une polyprotéine qui est maturée en 
plusieurs protéines ayant diverses fonctions. Ces protéines matures sont : Gag, qui est la 
matrice nécessaire à la formation de la capside, soit de pseudo-particules virales (VLP) ; 
PR, une protéase qui permet la maturation du polypeptide ; RT, la réverse transcriptase qui 
détient aussi une activité RNase H qui est nécessaire à la synthèse du cDNA à partir de 
l’intermédiaire d’ARNm du rétrotransposon ; IN, l’intégrase qui permet l’intégration du 
cDNA du rétrotransposon dans un nouveau locus génomique. On retrouve aussi une région 
5’ non-traduite (5’ UTR) et Un 3’ UTR. Le 5’ UTR est une région qui a été caractérisée 
chez les rétrovirus pour contenir la majorité des signaux d’internalisation de l’ARNm du 
rétrovirus à l’intérieur de la capside (Hoff et al., 1998). Chez les rétrovirus on retrouve ces 
mêmes éléments, toutefois en addition, on y retrouve un gène codant pour la protéine 
formant l’enveloppe (env) permettant aux rétrovirus d’infecter les cellules avoisinantes.
La souche de laboratoire 972 de la levure à fission a été séquencée et on y a détecté 13 
copies complètes de 7/2 (7/2-7 à 772-13) ayant une homologie de séquence de 99.7 % entre 
elles. Étonnamment, aucune copie complète de Tfl n’a été recensée. Toutefois cette souche 
a des marques de présence de Tfl, il semble toutefois que cette famille de rétrotransposon 
s’est éteinte du génome de la souche 972. Ceci est un phénomène qui peut arriver lorsque la 
fréquence d’excision du rétrotransposon au génome est plus forte que la fréquence 
d’intégration dans le génome de ce dernier. En fait, les rétrotransposons de type LTR 
peuvent se recombiner sur eux-mêmes par la reconnaissance entre les deux LTR causant 
ainsi leur éviction du génome ne laissant comme marque de passage qu’un LTR (solo-LTR) 
dans le génome (Kelly and Levin, 2005). Le séquençage de la souche a aussi identifié 249
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solo-LTR à travers le génome, dont 35 sont reliés aux 7/2, 28 aux Tfl et le reste étant 
probablement reliés à d’autres rétrotransposons éteints chez 5. pombe depuis fort 
longtemps. Certains de ces solo-LTR ont une forte association avec des gènes que l’on 
nomme wtf(wtfl à wtf25) pour “with transposon of fission yeast". La majorité de ces wtf ont 
un solo-LTR juste en amont de leur cadre de lecture, laissant suggérer que le solo-LTR leur 
sert de promoteur. Au total, toutes les séquences apparentées aux Tf de la levure à fission 
représentent 1.1 % de son génome. De ce fait, faisant de la levure à fission l’organisme 
contenant le moins d’éléments génétiques mobiles complets et de solo-LTR chez les 
eucaryotes à ce jour (Bowen et al., 2003).
Bien que les Tfl soient éteints de la souche 972, ceux-ci sont présents dans les souches 
environnementales. De plus, ils ont été étudiés et le sont toujours. La plupart des recherches 
effectuées sur les Tfl peuvent s’extrapoler aux Tf2. En effet les Tfl et Tf2 sont deux 
familles très proches évolutivement et font tous les deux parties de la famille Gypsy des 
rétrotransposons de type LTR. De plus, il y a une forte homologie de séquence entre ces 2 
familles de rétrotransposons. Un alignement de séquence démontre que les premiers 245 
acides aminés des Tfl sont identiques à 36 % à ceux du 7/2, alors que les 1088 acides 
aminés suivants sont identiques à 98 %. Effectivement ces deux familles divergent au 
niveau de leur protéine Gag et d’une partie de leur protéase, mais elles ont une réverse 
transcriptase et une intégrase quasi identique. Il est à noter que les deux familles divergent 
au niveau de leur domaine U3 du LTR et de leur 5’ UTR (Bowen et al., 2003). D est 
suggéré que les Tf2 auraient vu jour lors d’un événement de transfert de matrice lors de la 
réverse transcription entre deux ARNm de rétrotransposons. Proposant ainsi que les 2/2 
soient des chimères de Tfl en leur 3’ et d’un autre ancien rétrotransposon maintenant éteint 
en leur 5’. D a déjà été démontré que plusieurs ARNm des rétrotransposons peuvent être 
intemalisés à l’intérieur de la même VLP et qu’il y a des événements de transfert de matrice 
lors de la réverse transcription (Haag et al., 2000).
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Figure 6. Diagramme de la structure du locus des Tf ainsi que de l’homologie de 
séquence entre les Tfl et les Tf2.
Figure inspirée de (Bowen et al., 2003, Hoff et al., 1998).
Le cycle de vie des Tfl et Tf2 (Tf) a été étudié et certaines particularités leur sont propres. 
Tout d’abord, il y a transcription par l’ARN polymérase II des T fe t export au cytoplasme 
de leurs ARNm suivi par leur traduction. Par la suite, il y a maturation du polypeptide par 
la protéase. Tout d’abord, il y a clivage de la protéine Gag (27 kDa). Le reste du processus 
de maturation diffère entre les Tfl et Tf2. Chez le Tfl, il y a clivage de la jonction PR-RT 
libérant ainsi la protéase (12 kDa) suivie du clivage de la jonction RT-IN pour mener à la 
formation de la RT (60 kDa) et de TIN (56 kDa). Chez le Tf2, il y a seulement clivage de la 
jonction RT-IN menant à la formation d’une protéine fusion PR-RT (72 kDa) et de FIN (56 
kDa) (Hoff et al., 1998). Après la maturation protéique, il y a formation de la VLP d’un 
diamètre de 50 nm où il y a internalisation des ARNm les protégeant ainsi des nucléases et 
est l’endroit où leur réverse transcription s’effectue. Chez les Tf, au lieu d’utiliser un ARNt 
comme amorce au site de liaison de l’amorce (PBS), on retrouve un mécanisme d’auto­
amorçage. En effet une séquence de 11 nucléotides (nt) en 5’ du LTR à une homologie 
complémentaire parfaite au niveau du PBS. Une fois l’appariement effectué, il y a clivage
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de l’amorce de 11 nt qui permet l’initiation de la reverse transcription (Levin, 1995). Ce 
clivage est dépendant du domaine RNase H de la RT (Levin, 1996). De plus, l’activité 
RNase H de la RT est nécessaire à l’élimination des amorces ARN afin d’effectuer la bonne 
synthèse du cDNA et ainsi d’avoir le dinucléotide CA en 3’ qui est requis pour une 
intégration efficace (Atwood-Moore et al., 2005). Une fois la synthèse du cDNA double 
brin complétée, il y a import du complexe de pré-intégration grâce entres autres à un NLS 
présent dans la protéine Gag (Kim et al., 2005). Une fois au noyau, l’intégrase va médier en 
partie la sélection du site d’intégration grâce à son chromodomaine (Chatterjee et al., 2009). 
Par la suite le dinucléotide CA, qui est conservé à travers l’évolution chez les 
rétrotransposons et rétrovirus de type LTR, agit comme nucléophile par l’entremise de son 
groupement hydroxyl en 3’ de l’adénine et crée une réaction de transestérification qui cause 
le clivage du lien phosphodiester de l’ADN cible et simultanément crée un lien covalent 
entre le 3’ du cDNA du rétrotransposon et le 5’ de l’ADN cible (Hizi and Levin, 2005). 
Cette insertion au génome de façon intégrase-dépendante génère une duplication de 4 à 6  
pb aux deux extrémités que l’on nomme le site de duplication de la région cible (TSD) 
(Feng et al., 2013). L’insertion au génome de façon intégrase-dépendante n’est pas le seul 
moyen. L’insertion par recombinaison homologue sur un Tf pré-existant peut être observée. 
Chez les Tfl ce mécanisme n’est pas prépondérant, toutefois chez les Tf2, il est évalué que 
ce mécanisme compte pour plus de 70 % des insertions au génome de ce dernier (Hoff et 
al., 1998).
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Figure 7. Représentation schématique du cycle de vie du rétrotransposon Tf.
I) Transcription et export de I’ARNm. II) Traduction de l’ARNm. III) Assemblage de la 
VLP et maturation protéique. IV) Réverse transcription de l’ARNm et synthèse de 
l’ADNdb. V) Formation du complexe de pré-intégration. VI) import nucléaire du complexe 
de pré-intégration. VII) Intégration de l’ADNdb du Tf à un nouveau locus de façon 
intégrase dépendant. VIII) Intégration de l’ADNdb du Tf sur une copie préexistante par 
recombinaison homologue. Figure inspirée de (Havecker et al., 2004, Kelly and Levin, 
2005).
4.3 Régulation des EGM
Les EGM ne pouvant se propager qu’à l’intérieur de la même cellule rend intimement liée 
leur survie à celle de la cellule. De ce fait au cours de l’évolution plusieurs mécanismes de 
répression d’expression des EGM et de ciblage de leur insertion au génome ont été acquis 
par les cellules hôtes. Ces mécanismes ont permis de minimiser les impacts négatifs 
potentiels sur le fitness de la cellule et, par conséquent, de favoriser la persistance des EGM 
à l’intérieur de leur génome. Par exemple, des mécanismes de répression transcriptionnels 
et post-transcriptionnels par la méthylation de l’ADN et différents systèmes utilisant les 
sRNA sont connus chez plusieurs organismes. Par exemple, le RNAi est impliqué au 
niveau de la répression chromatinienne des transposons chez les animaux et les plantes lors 
de la gamétogenèse (Hiriart et al., 2012). En plus de ces mécanismes de répression, il peut 
aussi y avoir des mécanismes ciblant les intégrations des EGM dans des loci qui ne créeront 
pas d’effets néfastes à la cellule. En outre, chez S. cerevisiae un mécanisme efficace cible
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les intégrations au génome du rétrotransposon de type LTR, Ty3, de un à deux nucléotides 
en amont du site d’initiation de la transcription des ARNt. Le promoteur des ARNt étant 
interne fait en sorte que l’intégration du rétrotransposon n’affecte pas l’expression de 
l’ARNt (Chalker and Sandmeyer, 1990).
4.4 Ciblage des intégrations au génome des T f
Chez S. pombe, il a été observé lors de son séquençage que la grande proportion des solo- 
LTR est localisée dans les régions intergéniques se situant de 100 à 400 pb en amont des 
cadres de lectures des gènes transcrits par l’ARN polymérase II. Sachant que 60 % du 
génome de la levure à fission est codant, cette observation démontre un important biais. 
Des études au niveau de l’intégration des Tfl ont réussi à démontrer que ceux-ci s’intégrent 
dans les promoteurs de Pol II avec une préférence pour les promoteurs des gènes exprimés 
en réponse à des stress. Cette spécificité d’intégration serait médiée par l’intégrase ainsi 
qu’un facteur d’activation de transcription Atfl (Chatterjee et al., 2009, Feng et al., 2013, 
Leem et al., 2008). De plus, l’intégration de Tfl peut augmenter le niveau d’expression du 
gène adjacent en agissant comme amplificateur sur le promoteur lors de la réponse au 
stress. D est proposé que le Tfl puisse aider au recrutement de facteurs d’activation de 
transcription appartenant à la famille ATF/CREB (Feng et al., 2013).
4.5 Contrôle de l’expression des Tf
Au niveau de la régulation d’expression des Tf chez S. pombe, les mécanismes de 
répression les plus robustes connus sont d’ordre transcriptionnel. En effet, les Tf2 sont 
réprimés majoritairement par les homologues humains des CENP-B, plus particulièrement 
par Abpl, et des chaperonnes d’histones de la famille HIRA soit Hipl et Slm9.
4.5.1 CENP-B
La levure à fission possède trois gènes qui sont homologues aux CENP-B humains soit : 
abpl, cbhl et cbh2. Les gènes appartenant aux CENP-B seraient des gènes domestiqués
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provenant d’un gène codant pour une transposase d’un ancien transposon. Les protéines 
CENP-B humaines et celles de la levure à fission lient les régions répétitives 
péricentromériques. Les CENP-B promeuvent la déacétylation et la méthylation des 
histones et contribuent à la formation de l’hétérochromatine aux centromères permettant 
ainsi une bonne ségrégation des chromosomes (Halverson et al., 1997). Chez la levure à 
fission les CENP-B homologues ne sont pas essentielles à la vie, probablement dû à une 
certaine redondance de leurs activités entre elles (Halverson et al., 1997). Toutefois, une 
triple délétion cbhlùJcbhlùJabplk est non-viable (Baum and Clarke, 2000, Zaratiegui et 
al., 2 0 1 1 ).
Abpl
Chez S. pombe, Abpl a été caractérisée en premier lieu pour lier les séquences autonomes 
de réplication (ARS), expliquant l’origine de son nom "ARS-binding protein J" (Murakami 
et al., 1996). Abpl contient trois domaines : un de liaison à l’ADN en N-terminal, un 
domaine transposase et un domaine de dimérisation en C-terminal. (Lorenz et al., 2012). 
Lors d’une analyse de localisation chromatinienne d’Abpl par ChEP-chip, il a été observé 
que cette dernière se localise, entre autres, à tous les LTR des rétrotransposons Tfl ainsi 
qu’à la majorité des solo-LTR. Subséquemment, il a été montré qu’Abpl a une forte 
affinité pour un motif de séquence de 10 pb nommé Al (TA AT AT A AT A). Ce motif se 
retrouve dans la région 3’ des LTR de Tfl. Il a été démontré que la présence de Abpl à ces 
LTR, lors de la phase S, promeut la progression de la fourche de réplication à travers ceux- 
ci. Ceci prévient l’arrêt de la fourche de réplication aux LTR et de sa résolution par un 
mécanisme de recombinaison homologue qui engendre des cassures double brin de l’ADN 
pouvant mener à de l’instabilité génomique (Zaratiegui et al., 2011). De plus, une forte 
augmentation d’expression des Tfl ainsi que de certains gènes avoisinants les solo-LTR a 
été observée dans un mutant abpl À. Le mécanisme de répression des Tfl par Abpl a été 
décortiqué. Abpl grâce à des interactions physiques directes avec les HDACs Clr3 et Clr6 , 
permet le recrutement de ces derniers au loci Tf2 favorisant ainsi la formation 
d’hétérochromatine. Étonnamment, aucune marque de H3K9me n’est détectable aux Tfl. 
L’absence de la marque H3K9me concorde aussi avec l’absence de la protéine Swi6  à leurs
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loci. H est à noter que Swi6 est impliquée dans la formation d’hétérochromatine typique. 
On y retrouve plutôt une marque de H3K4me qui est normalement associée à une 
chromatine active transcriptionnellement. D est connu que les Tf2 lors de la phase G2 du 
cycle cellulaire ont une légère accumulation temporaire de transcrits, ce qui pourrait 
expliquer la présence d’une marque H3K4me. En effet, la marque H3K4me a déjà été 
proposée d’agir comme mémoire d’événement récent de transcription, suggérant qu’elle 
n’est pas totalement incompatible avec des régions réprimées transcriptionnellement. Ce 
sont des analyses d’hybridation in situ en fluorescence qui ont permis de proposer un 
modèle chromatinien de répression. En utilisant des sondes ciblant les cadres de lectures 
des 13 Tf2 présents dans le génome, seulement de 1 à 3 foci sont détectés dans le noyau de 
chaque cellule. Suggérant ainsi un regroupement des loci Tf2, qui a été nommé corpuscule 
de Tf, grâce à une structure d’ordre supérieure de la chromatine. La présence de ces 
corpuscules de Tf est dépendante de la présence de Abpl aux LTR, de son domaine de 
dimérisation et du recrutement des HDAC. Récemment, il a aussi été observé que Setl, une 
H3K4 méthyltransférase, est aussi requise pour la formation de ces corpuscules de Tf. 
Toutefois, une expérience utilisant les mutants H3K4A et H3K4R qui empêchent la 
méthylation à ces sites ne démontre pas de défaillance au niveau de la formation des 
corpuscules de Tf. Suggérant que Setl est impliquée d’une autre façon que la méthylation 
de H3K4 pour la formation et le maintien de ces structures. D est suggéré qu’en plus de 
médier une répression d’expression, les corpuscules de Tf exercent une répression 
recombinationnelle des Tf2. Sachant que ces derniers s’insèrent au génome à plus de 70 % 
par recombinaison homologue sur eux-mêmes, cela engendre une forte diminution de leur 
taux de rétrotransposition (Cam et al., 2008, Lorenz et al., 2012). Finalement, un 
démantèlement des corpuscules de Tf en présence d’un stress oxydatif, concorde avec une 
forte expression et un haut taux de rétrotransposition des Tf2 (Cam et al., 2008).
4.5.2 Chaperonnes d’histones de la famille HIRA
Quant à la répression d’expression des Tf2 par Hipl et Slm9, les deux seules chaperonnes 
d’histones de la famille HIRA chez S. pombe, elle est exercée plus spécifiquement au 
niveau du promoteur LTR. Ces deux protéines font parties de complexe multi-protéiques
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qui ont été démontrés in vitro pour médier la déposition des nucléosomes de façon 
réplication indépendante (Anderson et al., 2009). Cette répression transcriptionnelle semble 
agir dans une voie parallèle à Abpl, étant donné que dans une souche comportant la double 
délétion abplA/hiplA, l’accumulation de transcrits Tf2 est équivalent à l’addition des 
accumulations retrouvées dans les deux simples mutants (Cam et al., 2008).
4.5.3 Autres mécanismes de répression des Tf
D’autres protéines sont aussi impliquées, quoiqu’à un moindre degré, dans la répression 
d’expression des Tf2 dont entres autres Rrp6, une exonucléase 3’-5’, et Hst4, une HDAC de 
classe III. Cette dernière serait apparemment aussi impliquée dans le clivage en 5’ du 
transcrit Tf2 nécessaire pour son mécanisme d’auto-amorçage (Durand-Dubief et al., 2007). 
Surprenamment, bien que plusieurs organismes ont des mécanismes basés sur l’ARN 
interfèrent afin de réprimer la propagation des EGM et virus à ARN, chez la levure à 
fission, aucune forte accumulation de transcrits Tf2 n’est observée dans des mutants du 
RNAi. De plus, aucun siRNA ne cible les séquences des Tfl dans une souche sauvage 
(Cam et al., 2005, Hansen et al., 2005). Toutefois, une récente étude a démontré qu’il y a 
apparition de marque H3K9me aux loci des Tfl ainsi qu’une détection de siRNA les ciblant 
dans des conditions de croissance contenant des sources de carbones limitantes. Ds ont 
aussi observé des siRNA ciblant les Tfl en méiose (Yamanaka et al., 2013).
4.5.4 Réponse aux stress des Tfl
Bien que les EGM doivent être contrôlés, dans certains cas leur expression et mobilisation 
peuvent être avantageuses au niveau d’une population associée à un organisme. Par 
exemple en situation de stress, il est avantageux d’augmenter la variabilité génétique et 
phénotypique au sein d’une population. Cela permet d’avoir une meilleure sélection 
d’individus qui aura soit un meilleur fitness ou tout simplement qui sera capable de 
survivre à ce stress. Chez la levure à fission, une forte expression des Tfl est observée lors 
de stress oxydatif. Il a été démontré que cette induction était dépendante de la protéine 
Srel. D est à noter que Srel est l’orthologue de SREBP, "sterol regulatory element binding
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protein”, chez l’humain soit un facteur de transcription associé à la membrane. D a aussi été 
démontré qu’en présence de faible quantité d’oxygène Srel se lie à une séquence spécifique 
dans le promoteur du Tf2 et que l’induction est dépendante de cette liaison. Cette 
augmentation d’expression engendre par le fait même une augmentation de la fréquence de 
rétrotransposition des Tf2 (Sehgal et al., 2007).
5. PROTÉINES LIANT LES QUEUES POLY(A)
Chez les eucaryotes, la presque totalité des ARNm possède une queue poly(A) en 3’. Les 
queues poly(A) des ARNm sont liées, entres autres, par deux classes de "poly(A)-binding 
protein" (PABP) contenant des motifs de reconnaissance de l’ARN (RRM) : soit PABPC1 
au cytosol et PABPN1 au noyau. Normalement, la polyadénylation promeut l’expression 
génique en facilitant l’export et la traduction des ARNm. Cependant, il y a maintenant 
plusieurs évidences que la polyadénylation peut contrer l’expression génique, entre autres, 
par l’entremise de protéines nucléaires liant les queues poly(A) (PABPN) (Beaulieu et al., 
2012, Lemay et al., 2010, Lemieux et al., 2011, St-Andre et al., 2010).
5.1 Protéines nucléaires liant les queues poly(A)
Chez l’humain au moins deux PABPN sont connues soit : PABPN 1 et ZC3H14. Bien que 
cette dernière ait été moins étudiée que PABPN1 chez l’humain, elle est une protéine 
d’intérêt, car elle est reliée à des désordres neuronaux (Pak et al., 2011). Néanmoins, pour 
les besoins de cet ouvrage un focus sur PABPN 1 sera de mise. Pour plus d’informations sur 
ZC3H14 et son orthologue Nab2 chez la levure, vous pouvez vous référer à l’article de 
synthèse suivant (Soucek et al., 2012).
5.2 PABPN1
PABPN 1 est conservée à travers l’évolution, on retrouve ses orthologues dénommés Pabp2 
entres autres chez Bos Taurus, Mus muculus, Xenopus laevis et Drosophila melanogaster et 
Pab2 chez la levure à fission. Toutefois, aucun orthologue n’a été identifié chez S.
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cerevisiae (Perreault et al., 2007). De plus, PABPN 1 est exprimée ubiquitairement chez 
l’humain. Encore ici, il y aura emphase sur PABPN1 chez l’humain et son orthologue Pab2 
chez la levure à fission.
5.2.1 Structure et propriétés physiques
PABPN 1 et Pab2 ont respectivement 306 et 166 acides aminés leur conférant une masse 
moléculaire de 32.8 kDa et 18.5 kDa. Elles ont une identité de 53 % et une similarité de 63 
% au niveau de leur séquence d’acides aminés. À partir de leur N-terminal vers leur C- 
terminal, elles détiennent un domaine "coiled-coil", un domaine RRM et un domaine riche 
en arginines. PABPN1 arbore une répétition de 10 alanines, que l’on ne retrouve pas chez 
Pab2, tout de suite après la méthionine initiatrice (Banerjee et al., 2013, Kuhn and Wahle, 
2004, Perreault et al., 2007).
Le domaine en superhélice chez PABPN1/Pab2 est riche en acide glutamique et contient un 
agencement typique d’acides aminés hydrophobes connu sous le nom des répétitions des 
heptades des domaines en superhélice. Il adopte aussi une structure secondaire en hélice a 
retrouvée normalement chez les domaines en superhélice, qui a été confirmée par 
dichroïsme circulaire (Kuhn and Wahle, 2004, Perreault et al., 2007). Le domaine en 
superhélice chez PABPN 1 est essentiel à son interaction physique avec la poly(A) 
polymérase (PAP) (Kerwitz et al., 2003).
Le domaine RRM médie une forte affinité et spécificité pour les ARN poly-adénylés. Bien 
que sa séquence d’acides aminés soit très peu similaire aux autres domaines RRM connus, 
un cristal du domaine RRM de PABPN 1 a permis de confirmer qu’il adopte une structure 
typique aux autres domaines RRM. Plus précisément, il est composé de feuillets P 
antiparallèles à quatre brins et de deux hélices a  perpendiculaires (Ge et al., 2008).
Le domaine riche en arginines est non-structuré. Les arginines de ce domaine sont 
asymétriquement diméthylées par des arginines méthyltransférases de type I. Des études in 
vitro ont démontré que PABPN 1 peut être méthylée par PRMT1, 3 et 6. Cependant,
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PRMT1 détient une efficacité de méthylation, in vitro, de PABPN 1 environ 20 fois plus 
élevée comparée aux deux autres. Chez S. pombe, la délétion de l’orthologue de PRMT1, 
soit Rmtl, abolit toute méthylation de Pab2 in vivo. Le domaine riche en arginines coopère 
avec le RRM et est nécessaire pour médier la liaison à l’ARN. D joue aussi un rôle dans 
l’oligomérisation de PABPN1 et Pab2, de plus la méthylation de ses arginines semble 
réprimer cet effet. D a été démontré que ce domaine chez PABPN 1 est nécessaire pour sa 
localisation nucléaire, suggérant la présence d’un signal de localisation nucléaire à 
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Figure 8. Diagramme des domaines retrouvés chez les orthologues PABPN1 et Pab2.
Figure inspirée de (Perreault et al., 2007).
5.2.2 Localisation
PABPNl et Pab2 ont une localisation quasi exclusive au noyau à l’état d’équilibre. En 
effet, il a été démontré que ces protéines font la navette entre le noyau et le cytoplasme. 
Des micrographies électroniques détectent la présence de PABPNl dans le cytosol (Lemay 
et al., 2010). Il a aussi été démontré qu’une fraction de Pab2 co-sédimente avec les 
polysomes, lui suggérant ainsi une localisation cytoplasmique (Lemieux and Bachand, 
2009). Plus particulièrement pour PABPNl, il a été démontré que cette dernière se 
concentre dans les amas granulaires interchromatiniens et que cette centralisation est 
conditionnelle à sa capacité à lier l’ARN (Calado et al., 2000). Des essais d’import in vitro
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de PABPNl dans des cellules Hela perméabilisées à la digitonine, ont permis de conclure 
que cette dernière pouvait être importée au noyau par la Kap02 (Fronz et al., 2011).
5.2.3 Fonctions
L’une des premières fonctions conférées à PABPNl a été de stimuler l’activité de la PAP 
en collaboration avec le complexe de stimulation du clivage et de polyadénylation (CPSF). 
En effet des études in vitro ont permis de montrer qu’après l’ajout d’environ 10 adénosines, 
de façon distributive par la PAP, PABPNl se lie à cette séquence et promeut l’activité 
processive de la PAP jusqu’à l’ajout de 250 adénosines. Soit la taille moyenne des queues 
poly(A) chez l’humain, suggérant ainsi qu’en plus de stimuler la PAP, PABPNl régule 
aussi la taille des queues poly(A) (Kuhn and Wahle, 2004, Kuhn et al., 2009). Toutefois, 
dans certaines études la déplétion de PABPNl n’engendre pas de diminution de la taille des 
queues poly(A) des ARNm ; tandis que dans d’autres études, il en est observé autrement. Il 
semble y avoir un biais au niveau des lignées cellulaires utilisées (Banerjee et al., 2013). De 
récentes études ont permis d’identifier de nouvelles fonctions de PABPNl. En effet, 
PABPN 1 est impliquée dans la sélection de sites alternatifs de clivage et polyadénylation. Il 
a été démontré que PABPNl, chez certains gènes, lie les sites de polyadénylation 
proximaux favorisant ainsi l’utilisation des sites distaux par le CPSF (Jenal et al., 2012). Il 
a aussi été démontré que PABPNl promeut la dégradation de plusieurs LncRNA 
polyadénylés par l’exosome (Beaulieu et al., 2012). Une étude suggère même que, suite à 
sa détection sur des ARNm lors de leur première ronde de traduction, PABPNl pourrait 
être impliquée dans un mécanisme cytoplasmique de contrôle de qualité dont entres autres 
le système de dégradation des ARNm non-sens (NMD) (Sato and Maquat, 2009).
Chez la levure à fission, Pab2 a aussi été caractérisée pour son implication dans la 
régulation de la polyadénylation des ARNm. Cependant, une souche délétée pour pab2 
génère des ARNm arborant des queues poly(A) plus longues (Perreault et al., 2007). De 
plus, il a été démontré que Pab2 est recrutée cotranscriptionnellement aux gènes de façon 
ARN dépendant (Lemieux and Bachand, 2009). Il a aussi été observé que l’association de 
Pab2 avec l’ARNm pouvait se maintenir jusqu’à la traduction de ce dernier. En effet, Pab2
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co-sédimente avec les fractions polysomales des ARNm, suggérant que Pab2 peut 
influencer l’ARNm tout au long de son existence jusqu’à sa dégradation (Lemieux and 
Bachand, 2009). Toutefois, il a été observé, dans une souche pab2A, que l’expression de la 
majorité des ARNm n’en est pas affectée (Lemay et al., 2010). Ces résultats concordent 
avec ceux obtenus dans des cellules Hela déplétées pour PABPNl (Beaulieu et al., 2012). D 
a toutefois été observé que Pab2 réprime l’expression de certains transcrits polyadénylés. Il 
a été démontré entre autres que Pab2 promeut la dégradation de pré-ARNm contenant des 
introns, dont celui de Rpl30-2, par l’action de l’exonucléase 3’-5’ de Rrp6. Ce mécanisme 
de dégradation de Rpl30-2 est conditionnel à une inhibition de l’épisssage du pré-ARNm 
Rpl30-2 par son paralogue, la protéine Rpl30-1 (Lemieux et al., 2011). La dégradation de 
transcrits méiotiques en phase végétative est aussi favorisée par Pab2 en collaboration avec 
Mmil et l’exosome (St-Andre et al., 2010). D a aussi été démontré que Pab2 peut favoriser 
l’expression d’un transcrit mature. En effet Pab2 promeut la maturation de snoRNA par le 
recrutement de Rrp6 qui dégrade l’extrémité 3’ des snoRNA jusqu’à leur taille mature 
(Lemay et al., 2010).
5.2.4 Dystrophie musculaire oculo-pharyngée (DMOP)
Le gène PABPNl est relié à une maladie autosomale dominante soit la dystrophie 
musculaire oculopharyngée (DMOP). Les allèles de PABPNl détenant une répétition de 12 
à 17 codons (GCN), codant pour des alanines, suivant le codon initiateur (ATG) sont une 
marque génétique reliée à la maladie. La DMOP est une maladie dont les symptômes 
apparaissent entre 40 et 60 ans. Les symptômes de cette maladie sont le ptôsis (chute de la 
paupière supérieure), la paralysie du mouvement de l’oeil, faiblesse aux membres 
proximaux et la dysphagie (difficulté à avaler). Cette maladie à une distribution mondiale 
(Banerjee et al., 2013), toutefois, sa prévalence dans la population québécoise est 
relativement élevée (1 personne sur 1000).
Dans les cellules musculaires des patients ayant la DMOP, la présence d’agrégats 
nucléaires a été observée. Ces agrégats nucléaires contiennent diverses protéines, dont entre 
autres PABPNl, et des ARN polyadénylés. Il a été observé que le développement de ces
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agrégats s’effectue près des amas granulaires interchromatiniens et que le processus fini par 
déléter ces amas granulaires interchromatiniens de tout ARN polyadénylés et de PABPN 1 
(Bengoechea et al., 2012). Toutefois, la présence de ces agrégats nucléaires est seulement 
retrouvée que dans moins de 20 % des noyaux des cellules des patients atteints de DMOP. 
Bien que certaines études démontrent une meilleure capacité de PABPNl avec extension 
d’alanine à agréger, ces études utilisent des systèmes de surexpression, où même le type 
sauvage de PABPNl exprimé à ces niveaux agrègent (Banerjee et al., 2013). Donc, il n’est 
pas encore connu quels sont les mécanismes moléculaires en lien avec l’extension des 
répétitions d’alanine de PABPNl qui entrainent le développement de la maladie 
spécifiquement que dans certains muscles et que vers l’âge de la cinquantaine chez 
l’humain. De ce fait, il en résulte une grande importance d’étudier les fonctions biologiques 
de PABPN 1 afin de permettre d’élucider les origines du développement de la DMOP.
6. HYPOTHÈSES DE RECHERCHE
Les protéines nucléaires liant les queues poly(A), PABPNl chez l’humain et son 
orthologue Pab2 chez S. pombe, ont une localisation nucléaire. Du fait que ces protéines ont 
une masse moléculaire inférieure à 40 kDa, elles peuvent théoriquement diffuser librement 
à travers le CPN. Donc, une localisation pancellulaire est anticipée, ce qui n’est pas le cas. 
Générant ainsi l’hypothèse que ces protéines ont un système d’import nucléaire leur 
conférant une localisation quasi-exclusive au noyau.
Une analyse transcriptomique, effectuée au laboratoire du Dr. Bachand, sur des cellules 
délétées du gène pab2 a permis d’identifier certains groupes de gènes dont l’accumulation 
de leurs transcrits est augmentée significativement. Parmi ces groupes, on y retrouve entre 
autres des gènes méiotiques, des snoRNA, le gène rpl30-2 et des rétrotransposons (Tf2). 
Des études subséquentes au laboratoire du Dr. Bachand, portant sur les trois premiers 
groupes ci-haut, ont permis d’élucider des mécanismes par lesquels Pab2 interagit avec 
l’exosome pour mener à bien une dégradation ou une maturation de ces transcrits. Menant à 
l’hypothèse que les rétrotransposons soient aussi ciblées par Pab2 pour une dégradation de 
leurs transcrits.
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7. OBJECTIFS DE RECHERCHE
Mes objectifs de recherche sont d’utiliser la puissance de la génétique des levures afin de 
caractériser le mécanisme d’import de Pab2 et l’implication de la méthylation de son 
domaine riche en arginines au niveau de sa localisation cellulaire. Ainsi que de vérifier in 
vivo la véracité et l’importance du dit système d’import nucléaire de Pab2 chez la levure et 
de son orthologue humain, PABPNl, dans des cellules humaines immortalisées.
Dans un deuxième temps, mes objectifs de recherche sont de caractériser le mécanisme de 
répression de Pab2 sur l’accumulation des transcrits des rétrotransposons de la levure à 
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RÉSUMÉ
Les protéines nucléaires liant les queues poly(A) sont conservées à travers les eucaryotes et 
jouent un rôle important dans la régulation de l’expression génique. Chez la levure à 
fission, la PABP nucléaire majeure, Pab2, est impliquée dans divers processus de 
dégradation d’ARN nucléaires ainsi que dans la maturation des snoRNAs. Bien que 
certaines fonctions lui aient été attribuées, le mécanisme d’import nucléaire de cette 
protéine est inconnu. Dans cette étude, nous avons montré que Pab2 détient un signal de 
localisation nucléaire de type proline-tyrosine (PY-NLS), qui est nécessaire et suffisant 
pour établir sa localisation nucléaire et l’exécution de ses fonctions biologiques. 
Concordant avec le rôle du récepteur de transport nucléocytoplasmique de type 
karyophérine p2 (KapP2) dans 1’import des cargos de type PY-NLS, nous avons montré 
que la protéine K apl04 ,l’orthologue chez la levure à fission de la KapP2, lie directement 
Pab2 et est nécessaire à la localisation nucléaire de cette dernière. L’absence de méthylation 
des arginines dans la région basique N-terminale du motif PY-NLS n’affecte pas la 
localisation nucléaire de Pab2. Toutefois, dans le contexte d’un PY-NLS sub-optimal, nous 
avons observé que Pab2 est plus efficacement relocalisée au noyau en absence de 
méthylation sur les arginines du motif PY-NLS, suggérant que ce type de modification 
post-traductionnelle peut affecter la cinétique d’import d’un cargo de type PY-NLS. Bien 
qu’une séquence ressemblant à un motif PY-NLS se retrouve chez l’orthologue humain de 
Pab2, PABPNl, nos résultats indiquent que cette dernière ne nécessite pas un PY-NLS 
fonctionnel ou bien l’activité de la KapP2 afin de se localiser au noyau. Notre étude a 
permis de caractériser le mécanisme d’import nucléaire de Pab2 ainsi que de faire la 
première démonstration fonctionnelle d’un système d’import nucléaire de type PY-NLS 
chez la levure à fission. De plus, cela a permis de proposer l’existence de mécanismes 
d’import nucléaire redondants ou alternatifs pour PABPNl chez l’humain.
ABSTRACT
Nuclear poly(A)-binding proteins (PABPs) are evolutionary conserved proteins that play 
key roles in eukaryotic gene expression. In the fission yeast Schizosaccharomyces pombe, 
the major nuclear PABP, Pab2, functions in the maturation of small nucleolar RNAs as 
well as in nuclear RNA decay. Despite knowledge about its nuclear functions, nothing is 
known about how Pab2 is imported into the nucleus. Here, we show that Pab2 contains a 
proline-tyrosine nuclear localization signal (PY-NLS) that is necessary and sufficient for its 
nuclear localization and function. Consistent with the role of karyopherin (32 (Kap(32)-type 
receptors in the import of PY-NLS cargoes, we show that the fission yeast ortholog of 
human Kap(32, Kapl04, binds to recombinant Pab2 and is required for Pab2 nuclear 
localization. The absence of arginine méthylation in a basic region N-terminal to the PY- 
core motif of Pab2 did not affect its nuclear localization. However, in the context of a sub- 
optimal PY-NLS, we found that Pab2 was more efficiently targeted to the nucleus in the 
absence of arginine méthylation, suggesting that this modification can affect the import 
kinetics of a PY-NLS cargo. Although a sequence resembling to a PY-NLS motif can be 
found in the human Pab2 ortholog, PABPNl, our results indicate that neither a functional 
PY-NLS nor Kap(32 activity are required to promote entry of PABPNl into the nucleus of 
human cells. Our findings describe the mechanism by which Pab2 is imported into the 
nucleus, providing the first example of a PY-NLS import system in fission yeast. In 
addition, our study suggests the existence of alternative or redundant nuclear import 
pathways for human PABPN 1.
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INTRODUCTION
One of the key features that differentiate a eukaryotic cell from a prokaryotic cell is the 
presence of a double lipid bilayer that physically isolates the eukaryotic genome from the 
cytoplasmic content. This membrane-enclosed organelle, the nucleus, allows sophisticated 
gene regulation, notably by separating transcription and translation processes (Hodel et al., 
2006, Lange et al., 2007, Lange et al., 2008, Marfori et al., 2011, McLane and Corbett, 
2009). Accordingly, this double lipid bilayer creates a physical barrier that blocks the 
passive diffusion of molecules larger than 5000 Da. As mRNA translation occurs in the 
cytoplasm, a large fraction of the eukaryotic proteome thus needs to be imported into the 
nucleus to accomplish their function (Marfori et al., 2011, McLane and Corbett, 2009, 
Plotnikov et al., 2011). To support nucleo-cytoplasmic trafficking of molecules larger than 
5 kDa, the nuclear envelope includes multiple nuclear pore complexes (NPC). The number 
of NPCs per nucleus varies widely between organisms, with a typical yeast nuclear 
envelope containing 70-180 NPCs, whereas these numbers reach 3000-5000 in mammalian 
cells (van der Aa et al., 2006). The NPC is a large multi-protein complex that allows 
passive diffusion of molecules smaller than 40-60 kDa and requires nucleo-cytoplasmic 
transporters (karyopherins) to promote active transport of molecules larger than 40-60 kDa 
(Marfori et al., 2011, Xu et al., 2010). Karyopherins (Kaps) are members of a protein 
superfamily that account for the vast majority of the cargo flow through the NPC. 
Karyopherin-mediated transport across the NPC is driven primarily by the asymmetric 
distribution of RanGDP in the cytoplasm and RanGTP in the nucleus (Chook and Suel, 
2011, Marfori et al., 2011, Xu et al., 2010). During nuclear import, karyopherins in the 
cytoplasm bind specific cargo proteins via recognition of a nuclear localization signal 
(NLS), promoting their translocation into the nucleus. Inside the nucleus, RanGTP binds 
karyopherin-cargo complexes, allowing the release of cargoes into the nucleus (Chook and 
Suel, 2011, Marfori et al., 2011, Xu et al., 2010). To date, two main types of NLS are 
known: the classical NLS (cNLS) and the proline-tyrosine NLS (PY-NLS). The cNLS are 
associated with Kapa-Kappi-mediated nuclear import, which is thought to account for half 
of the nuclear import trafficking (Lange et al., 2007). In contrast, the PY-NLS is associated 
with KapP2-mediated nuclear import. Although few examples of PY-NLS-dependent
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cargoes have been demonstrated experimentally, in silico predictions suggest that PY-NLS- 
mediated import accounts for a substantial fraction of the nuclear proteome (Lange et al., 
2008, Lee et al., 2006). The PY-NLS is composed of three independent epitopes, where 
epitope I is either a stretch of 4-20 residues enriched in basic (b) amino acids or a 
hydrophobic (h) motif defined as d>i-[G/A/S]-<E>3- O 4, in which O represents any 
hydrophobic amino acids. Epitope II corresponds to either arginine (R), histidine (H), or 
lysine (K), which is found 2-5 amino acids N-terminal to epitope III, which is a highly 
conserved PY-dipeptide. Collectively, the PY-NLS consensus corresponds to 
[basic/hydrophobic]-Xn-[R/H/K]-X2-5-PY (Lee et al., 2006).
Poly(A)-binding proteins (PABPs) play fundamental roles during multiple steps of 
eukaryotic gene expression. In most eukaryotic cells, two major PABPs bind the poly(A) 
tract of mRNAs: PABPC1 in the cytoplasm and PABPN 1/PABP2 in the nucleus. The 
ability of PABPNl to bind poly(A) RNA is mediated by its RNA recognition motif and an 
arginine-rich domain located at the C-terminus of the protein (Kuhn and Wahle, 2004, 
Perreault et al., 2007, Smith et al., 1999). In vitro, PABPNl promotes poly(A) polymerase 
processivity and regulates poly(A) tail length (Kuhn and Wahle, 2004, Kuhn et al., 2009, 
Smith et al., 1999), leading to a model whereby PABPNl is a factor required for general 
mRNA maturation (Apponi et al., 2011, Kuhn and Wahle, 2004). Whereas the genome of 
S. cerevisiae does not encode for a ortholog of human PABPNl (Winstall et al., 2000), we 
have previously identified and characterized a PABPN 1 ortholog, Pab2, in the fission yeast 
Schizosaccharomyces pombe (Perreault et al., 2007). Interestingly, human PABPNl and S. 
pombe Pab2 are both methylated in their arginine-rich domain (Perreault et al., 2007, Smith 
et al., 1999); yet, the functional relevance of this post-translational modification remains 
elusive. A genome-wide analysis of gene expression changes in cells deleted for pab2 
revealed that the expression of most protein-coding genes was unaffected, indicating that 
Pab2 does not function as a general mRNA maturation factor (Lemay et al., 2010). In 
contrast, Pab2 was found to function in the maturation of noncoding small nucleolar RNAs 
(Lemay et al., 2010) and to promote a nuclear pre-mRNA decay pathway that controls the 
expression of specific intron-containing genes (Lemieux et al., 2011). Taking into account 
the small molecular mass of Pab2 and PABPNl, 18.5 kDa and 32.8 kDa, respectively, they
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should be able to passively diffuse across the NPC. However, Pab2 and PABPNl are 
exclusively nuclear at steady state (Calado et al., 2000, Lemay et al., 2010, Lemieux and 
Bachand, 2009, Perreault et al., 2007), suggesting the presence of nuclear targeting signals. 
Indeed, studies have partly characterized the nucleocytoplasmic transport of mammalian 
PABPNl (Calado et al., 2000), excluding a model in which the nuclear localization of 
PABPN 1 was an indirect consequence of binding to nuclear poly(A) RNA. PABPN 1 was 
shown to bind KapP2 in vitro in a RanGTP-dependent manner (Calado et al., 2000), 
suggesting the use of a Kapp2-dependent import pathway. In addition, recent data 
demonstrate that arginine méthylation of PABPNl reduces its affinity to recombinant 
Kapp2 and affects Kapp2-mediated nuclear import of PABPNl in in vitro import assays 
using digitonin-permeabilized HeLa cells (Fronz et al., 2011).
Although the aforementioned studies suggest that Kapp2 mediates PABPN 1 nuclear 
import, the necessity of this karyopherin for PABPNl nuclear localization has not yet been 
demonstrated in a cellular system. Furthermore, the exact nature of the PABPN 1 nuclear 
localization signal remains unclear. To address these issues, we have characterized the 
mechanism of nucleocytoplasmic transport of the fission yeast PABPNl ortholog, Pab2. 
Amino acid sequence analysis revealed the presence of a basic-type PY-NLS located at the 
C-terminus of Pab2. Importantly, substitutions that perturb the PY domain of this NLS 
cause Pab2 to accumulate in the cytoplasm, demonstrating the functional importance of this 
signal for Pab2 nuclear import. Consistent with Pab2 being a PY-NLS cargo, we show 
direct binding between Pab2 and Kapl04, which encodes the fission yeast ortholog of 
human Kap|32, and demonstrate that the deletion of kapl04 blocks Pab2 nuclear import. In 
contrast, we find that a putative PY-NLS is not necessary for nuclear import of PABPNl in 
human cells. Using a KapP2-specific inhibitor, we also demonstrate that PABPNl is still 
efficiently imported into the nucleus after inhibition of human KapP2. Our findings reveal 
that whereas a PY-NLS targeting signal is absolutely required for Pab2 nuclear import in 




A PY-NLS targeting signal is necessary and sufficient for nuclear import of S. pombe 
Pab2.
To identify a functional nuclear localization signal (NLS) in fission yeast Pab2, we 
analyzed its amino acid sequence and identified a motif similar to the previously 
established basic (b) PY-NLS (Lee et al., 2006). As can be seen in Fig. 1A, the PY-NLS- 
like sequence of Pab2 is located at the extreme C-terminus of the protein (residues 139- 
166). Interestingly, amino acid sequence comparison indicated an evolutionarily conserved 
PY-dipeptide at the extreme C-terminus of Pab2 orthologs (Fig. SI). Based on this 
sequence analysis, we used a GFP-tagged version of Pab2 to address the functional 
relevance of this putative bPY-NLS for Pab2 nuclear import. To characterize the putative 
bPY-NLS of Pab2, we introduced several amino acid substitutions at key residues of the 
PY-NLS. All of the GFP-Pab2 constructs were expressed from the native pab2 promoter 
and chromosomally integrated into a pab2A strain to prevent overexpression. Western blot 
analysis confirmed the expression of GFP-Pab2 from all of our constructs (data ndt shown). 
We next monitored the localization of Pab2 variants in live S. pombe cells (Fig. IB). As 
expected, wild-type Pab2 localized to the nucleus (Fig. IB, a-b), whereas the GFP control 
was diffused across the cell (Fig. IB, o-p). Substitution of proline 165 to alanine [PI65A] 
from the C-terminal PY motif (Fig. 1A) caused a clear mislocalization of GFP-Pab2 to the 
cytoplasm (Fig. IB, c-d); yet, significant GFP-Pab2 signal could still be detected into the 
nucleus. Notably, substitution of tyrosine 166 to alanine [Y166A] resulted in a more severe 
defect in nuclear localization than Pab2 [P165A] (Fig. IB, e-f). An assessment of the 
relative distribution of GFP-Pab2 in the nucleus versus the cytoplasm supports the more 
important role of Y 166 relative to P I65 in Pab2 nuclear import (Fig. S2A). A version of 
Pab2 in which the proline and tyrosine residues of the PY motif were both substituted to 
alanine [PY165,166AA] resulted in the complete loss of nuclear accumulation, being nearly 
excluded from the nucleus (Fig. IB, g-h). In contrast, substitutions of phenylalanine 163 
[F163A], arginine 161 ([R161A]; epitope H), and residues 156-159 [YRGR156-159AAAA] 
N-terminal to the PY motif (see Fig. 1 A) had minimal impact on the nuclear localization of
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GFP-Pab2 (Fig. IB, i-j, k-1, and m-n, respectively; Fig. S2A). These results indicate that the 



















Figure 1. A functional PY-NLS sequence is necessary for Pab2 import
(A) Amino acids 139-166 of Pab2 that correspond to a putative PY-NLS sequence. 
Epitopes I, II, and III of the Pab2 PY-NLS sequence are underlined. The asterisk 
corresponds to the C-terminal end of Pab2. (B) Visual analysis of pab2A cells expressing 
GFP alone (o, p), wild-type GFP-Pab2 (a, b), and versions of GFP-Pab2 with substitutions 
in the PY-NLS sequence (c-n). Background fluorescence was sübstracted by analyzing 
pab2A cells in which the empty vector was chromosomally integrated (q, r). Direct 
fluorescence microscopy (GFP) was visualized in live cells (right column) and the 
corresponding differential interference contrast (DIC) images are shown (left column). Bar, 
5 mm.
We next addressed whether the putative PY-NLS sequence of Pab2 was sufficient to 
promote the nuclear localization of an heterologous protein. For this, we used a GST-GFP 
fusion, which is not efficiently targeted to the nucleus, showing pancellular localization 
(Fig. 2, e-f). Three different sections from the PY-NLS sequence of Pab2 were fused to the 
C-terminus of GST-GFP: (1) The PY-core alone (aa 161-166), (2) the PY-core with five 
N-terminal residues (aa 156-166), and (3) the entire PY-NLS sequence (aa 139-166). 
Fusion of the Pab2 PY-core motif to the C-terminus of GST-GFP did not show a noticeable 
increase in nuclear accumulation as compared to the GST-GFP control (Fig. 2, compare 
panel h to f). The addition of five additional residues, including two basic arginines, 
enhanced the nuclear accumulation of the GST-GFP protein (Fig. 2, i-j); yet, most of the 
signal remained in the cytoplasm. In contrast, the entire PY-NLS sequence of Pab2 
mediated efficient targeting of the GST-GFP fusion into the nucleus (Fig. 2, k-1). A 
measure of the relative distribution of GST-GFP in the nucleus versus the cytoplasm (Fig. 
S2B) provided a quantitative assessment of the results showed in Fig. 2. These results 
indicate that the PY-core sequence lacking the basic arginine-rich region is not sufficient to 
promote nuclear import.
On the basis of these results, we conclude that the PY-NLS sequence of fission 













Figure 2. The PY-NLS sequence of Pab2 is sufficient to promote nuclear import of an 
heterologous protein.
Visual analysis of pab2à cells expressing GST-GFP alone (e, f), GST-GFP-Pab2 161-166 
(g, h; containing the Pab2 PY-core motif), GST-GFP-Pab2 156-166 (i, j; PY-core motif 
with five additional N-terminal residues), and GST-GFP-Pab2 139-166 (k, 1; containing the 
entire Pab2 PY-NLS sequence). Wild-type GFP-Pab2 (c, d) and the empty vector (a, b) 
were also analyzed as controls. Direct fluorescence microscopy (GFP) was visualized in 
live cells (right column) and the corresponding differential interference contrast (DIC) 
images are shown (left column). Bar, 5 mm.
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PY-NLS-dependent nuclear import of Pab2 is mediated by Kapl04.
PY-NLS-containing cargoes are normally recognized by a specific type of 
karyopherin (3 receptor: karyopherin p2/transportin (Kap02) in humans (Chook and Suel, 
2011) and Kapl04 in S. cerevisiae (Lange et al., 2008, Suel et al., 2008). In S. pombe, the 
ortholog of S. cerevisiae Kapl04, SPAC2F3.06c, is encoded by a non-essential gene (Chen 
et al., 2004); however, no cargo has yet been identified. To address whether the PY-NLS- 
mediated nuclear import of Pab2 is dependent on the fission yeast Kapl04 ortholog, we 
deleted the SPAC2F3.06c open reading frame and determined the effect of this deletion on 
the localization of GFP-Pab2. As can be seen in Fig. 3A, the absence of Kapl04 caused 
GFP-Pab2 to mislocalize to the cytoplasm (panels i-j), in contrast to cells that expressed 
Kapl04 (panels g-h). As a control, we also deleted the S. pombe sal3 gene, encoding a 
putative ortholog of budding yeast Kapl21 and human Importin-5 (Chen et al., 2004, 
Chook and Suel, 2011, Chua et al., 2002, Park et al., 2012), which are known to share some 
specific cargoes with Kapl04/Kapp2 (Chook and Suel, 2011, Leslie et al., 2004). GFP- 
Pab2 was properly localized to the nucleus in sal3A cells (Fig. 3A, k-1), suggesting that the 
effect of Kapl04 on Pab2 nuclear import is specific. We therefore conclude that Pab2 
nuclear import is dependent on Kapl04.
We next verified whether PY-NLS-mediated nuclear import, as demonstrated using 
the Pab2 PY-NLS sequence fused to GST-GFP (Fig. 2), was dependent on Kapl04. We 
therefore expressed the GST-GFP protein fused to the complete PY-NLS of Pab2 (residues 
139-166) in pab2A, pab2A/kap!04A and pab2AJsal3A cells and examined the localization 
of the GST-GFP fusion. Notably, the exclusive nuclear localization of the GST-GFP-PY- 
NLS fusion (Fig. 3B, g-h) was impaired in cells deficient for Kapl04 (Fig. 3B, i-j), but not 
in cells deficient for Sal3 (Fig. 3B, k-1). To exclude the possibility that nuclear import was 
generally impaired in the absence of Kapl04, we fused the SV40 classical NLS (cNLS) to 
the C-terminus of GST-GFP. Nuclear import via a cNLS is mediated by human Kapa and 
Kappi (Chook and Suel, 2011), cutl5 and Kap95 in fission yeast, respectively, (Chen et al., 
2004), and is therefore not expected to be impaired in the absence of Kapl04. Accordingly, 
the GST-GFP-cNLS protein was localized into the nucleus in kapl04-ml\ cells (Fig. 3B, o­
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p), suggesting that Kapl04-mediated nuclear import is specific for PY-NLS sequences. 
Analyses of the relative distribution of GFP-Pab2 and GST-GFP in the nucleus versus the 
cytoplasm (Fig. S2C) provided a quantitative assessment of the results showed in Fig. 3.
A direct role for Kapl04 in Pab2 nuclear import predicts a physical interaction 
between these two proteins. To verify whether Kapl04 makes direct contact with Pab2, a 
GST-tagged version of Pab2 and a His-tagged version of Kapl04 were expressed in E.coli, 
and the ability of Pab2 to interact with Kapl04 was analyzed in vitro. As can be seen in 
Fig. 3C, GST-Pab2 was specifically enriched using the Kapl04-bound resin (lane 7) 
relative to the nickel beads control (lane 5). As an additional control, GST alone bound 
poorly to the Kapl04-bound resin (lane 6). This result supports a physical interaction 













E D I ma u
Input Beads Kap104
+ + + GST





5 0 - WÊ m *----- «-GST-Pab2
3 7 - m
2 5 - «-G ST
1 2 3
9 É É L <*-His-Kap104
4 5 6 7
76
Figure 3. PY-NLS-dependent nuclear import of Pab2 requires Kapl04.
(A) Visual analysis of pab2A (a, b, g, and h), pab2A kap!04A (c, d, i, and j), and pab2A 
sal3A (e, f, k, and 1) cells that were previously transformed with the empty vector (a-f) or a 
vector expressing GFP-Pab2 (g-1). Direct fluorescence microscopy (GFP) was visualized in 
live cells (b, d, f, h, j, and 1) and the corresponding differential interference contrast (DIC) 
images are shown (a, c, e, g, i, and k). (B) Visual analysis of pab2A (a, b, g, h, m, and n), 
pab2A kapl04A  (c, d, i, j, o, and p), and pab2A sal3A (e, f, k, 1, q and r) cells that were 
previously transformed with the empty vector (a-f), a vector expressing GST-GFP-Pab2 
139-166 (g-1), and GST-GFP-cNLS (m-r; containing a classical NLS sequence). Direct 
fluorescence microscopy (GFP) was visualized in live cells (b, d, f, h, j, 1, n, p, and r) and 
the corresponding differential interference contrast (DIC) images are shown (a, c, e, g, i, k, 
m, o, and q). (C) Direct interaction between Pab2 and Kapl04 in vitro. Western blot 
analysis of input (lanes 2-3) and eluates from pull-down assays (lanes 4-7) prepared using 
equal amounts of GST and GST-Pab2 that were incubated with nickel beads alone (lanes 4- 
5) and Kap 104-bound nickel beads (lane 6-7). Bar, 5 mm.
PY-NLS-mediated nuclear import of Pab2 by Kapl04 is necessary for protein 
function
We have previously described a function for Pab2 in a nuclear pre-mRNA decay pathway 
that controls the expression of specific intron-containing genes (Lemieux et al., 2011). 
Accordingly, in the absence of Pab2, the spliced mRNA and unspliced pre-mRNA of 
specific genes, such as the ribosomal protein-coding gene, rpl30-2, are upregulated (Fig. 
4A, compare lanes 1-2). We therefore used this phenotype to test whether the PY-NLS 
sequence of Pab2 is essential for its cellular function. We first confirmed that our GFP- 
Pab2 fusion was functional, as it fully restored the altered expression of rpl30-2 observed in 
a pab2A strain (Fig. 4A, compare lane 4 to 2); in contrast, GFP alone (lane 11) and the 
empty control vector (lane 3) did not. Alleles of pab2 that expressed [Y166A] and 
[PY 165,166AA] versions of Pab2, which showed the greatest defects in Pab2 nuclear 
localization (Fig. 1), were not able to rescue the accumulation of rpl30-2 mRNA and pre- 
mRNA in the pab2A strain (Fig. 4A, lane 6 and 7 respectively). Cells expressing GFP-Pab2 
[PI65A] showed a minimal effect on rpl30-2 expression (Fig. 4A, lane 5), which is 
consistent with the observation that this version of Pab2 retained considerable levels of 
nuclear accumulation (Fig. IB and Fig. S2A). Similarly, versions of Pab2 with PY-NLS 
substitutions that did not inhibit nuclear import fully rescued the altered expression of 
rpl30-2 that is detected in pab2-null cells (Fig. 4A, lanes 8-10). We conclude that the PY-
77
NLS sequence is important for Pab2 function, suggesting that nuclear import of Pab2 is 
essential for its function in pre-mRNA decay.
The aforementioned results suggesting that nuclear import is essential for Pab2 
function predicts that the expression of GFP-Pab2 in the absence of Kapl04, which directs 
Pab2 nuclear import (Fig. 3), would not rescue the loss of Pab2 function. To test this 
prediction, we expressed wild-type GFP-Pab2 in the single pab2A strain as well as in 
pab2A/kapl04A and pab2AJsal3A double mutants. As can be seen in Fig. 4B, the 
expression of GFP-Pab2 in pab2Alkapl04A double mutant cells showed rpl30-2 transcript 
accumulation (Fig. 4B, lane 5) similar to cells that do not express Pab2 (Fig. 4B, lane 2). In 
contrast, expression of GFP-Pab2 in the single pab2A strain or in the pab2A/sal3A double 
mutant restored the altered expression of rpl30-2 (Fig. 4B, lanes 4 and 6, respectively). 







p m a l
rpl30-2 mRNA/pmal
A <iK an<t «
+  +
- +  + + + + + + -
•» <4-pre-m R N A  
<4- mRNA
1 2 3 4 5 6 7 8 9  10 11 






p m a l
1 2 3 4 5 6
rpl30-2 mRNA/pmal 1.0 2.5 2.4 1.0 3.3 1.2
-4- pre-m RNA 
•e-mRNA
Figure 4. Pab2 nuclear localization is necessary for protein function.
(A) Northern blot analysis of total RNA prepared from wild-type (lane 1) and pab2A 
(lanes 2-11) cells expressing GFP alone (lane 11), wild-type GFP-Pab2 (lane 4), and 
versions of GFP-Pab2 with substitutions in the PY-NLS sequence (lanes 5-10). pab2A cells 
transformed with the empty control vector was also analyzed (lane 3). The blot was 
hybridized using probes complementary to rpl30-2 and pmal. The pmal mRNA was used 
as a loading control. Normalized levels of rpl30-2 mRNA relative to pab2A cells
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expressing the wild-type GFP-Pab2 fusion (lane 4) are indicated beneath each lane. (B) 
Northern blot analysis of total RNA prepared from wild-type (lane 1), pab2A (lanes 2-4), 
pab2A kapl04A (lane 5), and pab2A sal3A (lane 6 ) cells that previously transformed with 
an integration construct expressing GFP-Pab2 (lanes 4-6) and the empty vector (lane 3), or 
that were not transformed (lanes 1-2). The blot was hybridized using probes 
complementary to rpl30-2 and pmal. The pmal mRNA was used as a loading control. 
Normalized levels of rpl30-2 mRNA relative to pab2A cells expressing the wild-type GFP- 
Pab2 fusion (lane 4) are indicated beneath each lane.
Arginine méthylation affects the nuclear import of a sub-optimal PY-NLS.
The basic region N-terminal to the PY-core motif of Pab2 is arginine methylated by the 
protein arginine methyltransferase, Rmtl (Perreault et al., 2007). To address whether 
arginine méthylation affects the kinetics of Pab2 nuclear import, we compared the 
localization of different versions of GFP-Pab2 (wild-type, [P165A], [Y166A], and 
[R161A]) between pab2A and pab2AJrmtlA cells. Strikingly, GFP-Pab2 [P165A] showed a 
noticeable change in subcellular localization in the absence of Rmtl-dependent 
méthylation. Indeed, whereas GFP-Pab2 [PI65A] showed significant cytoplasmic signal in 
the presence of Rmtl (Fig. 5A, i-j and Fig. IB), detection of cytoplasmic GFP-Pab2 
[P165A] was almost completely absent in rmtl A cells (Fig. 5A, k-1). Consistent with our 
previous results (Perreault et al., 2007), wild-type GFP-Pab2 was localized to the nucleus in 
the presence and absence of Rmtl (Fig. 5A, e-f and g-h). We quantified the number of cells 
showing detectable cytoplasmic GFP signal for more than 175 cells per strain (>1000 cells 
in total for the four strains; Fig. S3) and determined the percentage of cells with 
cytoplasmic GFP-Pab2 (Fig. 5B; p<0.0001 chi-square test). The cell population showing 
cytoplasmic GFP signal for GFP-Pab2 [PI65A] was 18-fold higher than for wild-type GFP- 
Pab2 (Fig. 5B), consistent with the PY-core of Pab2 being important for nuclear import. 
Significantly, the total number of GFP-Pab2 [PI65A]-expressing cells showing 
cytoplasmic GFP signal was reduced by 7-fold in the absence of Rmtl (Fig. 5B). Because 
Pab2 can shuttle between the nucleus and cytoplasm (Perreault et al., 2007), the reduction 
of GFP-Pab2 [PI 65 A] signal in the cytoplasm of rmtl A cells could be the consequence of 
defective nuclear export. If this is the case, inhibition of CRM 1-dependent nuclear export 
with leptomycin B, a potent inhibitor of nuclear export (Nishi et al., 1994), would be 
expected to decrease the cytoplasmic signal of GFP-Pab2 [P165A]. However, treatment of
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GFP-Pab2 [P165A]-expressing cells with leptomycin B did not abolish the detection of 
GFP-Pab2 [PI65A] in the cytoplasm (Fig. S4), indicating that the redistribution of 
cytoplasmic GFP-Pab2 [PI 65 A] in the nucleus of rmtl A cells is unlikely to be due to 
defects in CRM 1-dependent nuclear export. We thus conclude that arginine méthylation by 
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Figure 5. Arginine méthylation of a sub-optimal PY-NLS affects nuclear import 
efficiency.
(A) Visual analysis of pab2A (a, b, e, f, i, and j) and pab2A rmtl A (c, d, g, h, k, and 1) cells 
that were previously transformed with an empty control vector (a-d) or vectors expressing 
wild-type GFP-Pab2 (e-h) and GFP-Pab2 [PI65A] (i-1). Direct fluorescence microscopy 
(GFP) was visualized in live cells (b, d, f, h, j, and 1) and the corresponding differential 
interference contrast (DIC) images are shown (a, c, e, g, i, and k). (B) The experiment 
described in panel A was performed and the fraction of cells with a detectable cytoplasmic 
GFP signal was determined for each strain. At least 175 cells were counted for each strain 
(see Fig. S3). Bar, 5 mm.
A functional PY-NLS is not required for the nuclear localization of human PABPN1.
A PY dipeptide is found at the extreme C-terminus of mammalian Pab2 orthologs (Fig. SI), 
suggesting that the PY-NLS/Kap 104-dependent mechanism of nuclear import identified for 
Pab2 could be conserved. However, we noted that the putative PY-NLS sequence of 
mammalian PABPN1 orthologs deviates from the PY-NLS consensus, as a spacing of 6  
amino acids is found between epitopes II and III (R298 and PY-core, respectively, in 
humans; see Fig. 6 A), which contrasts to the 2-5 amino acids normally found between 
epitopes II and III of PY-NLS cargoes (Lee et al. 2006, 543-558). This discrepancy 
explains why PABPN1 was not identified as a PY-NLS cargo using previous in silico 
approaches (Lee et al., 2006).
To address the importance of the putative PY-NLS sequence of human PABPN1, 
we introduced amino acid substitutions at key residues in the PY-NLS sequence (Fig. 6 A) 
and examined the impact of these substitutions on the nuclear localization of GFP-PABPN1 
in HeLa cells (Fig. 6 B, e-f). In contrast to S. pombe, in which substitutions affecting the 
PY-core motif markedly reduced Pab2 nuclear import (Fig. 1), individual substitutions of 
proline-305 and tyrosine-306 to alanine in PABPN1 did not result in detectable cytoplasmic 
signal relative to wild-type PABPN1 (Fig. 6 B, compare panels g and i to panel e). 
Moreover, the combined substitution of proline-305 and tyrosine-306 to alanines 
[PY305,306AA] had no effect on the ability of GFP-PABPN1 to be imported into the 
nucleus (Fig. 6 B, panels k-1). Similarly, the substitution of two arginine residues that 
include epitope II of the PABPN1 PY-NLS [RR296,298AA] alone, or in combination with
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substitutions that altered the PY-core epitope [RRPY296,298,305,306AAAA] did not result 
in the cytoplasmic accumulation of GFP-PABPN1 (Fig. 6 B, panels m and o, respectively). 
From these results, we conclude that the putative PY-NLS sequence of human PABPN1 is 
not required for nuclear import.
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Figure 6. A functional PY-NLS sequence is not necessary for PABPN1 nuclear 
localization.
(A) Amino acids 259-306 of PABPN1 that correspond to a putative PY-NLS sequence. 
Epitopes I, II, and III of the putative PABPN1 PY-NLS sequence are underlined. Note that 
6  amino acids are found between epitopes II and III. The asterisk corresponds to the C- 
terminal end of PABPN1. (B) Visual analysis of HeLa cells that were transiently 
transfected with DNA constructs expressing GFP alone (c, d), GFP-PABPN1 (e, f), and 
versions of GFP-PABPN1 with substitutions in the PY-NLS sequence (g-p). Background 
fluorescence was substracted by analyzing HeLa cells in which a non-GFP-expressing 
plasmid was transfected (a, b). Direct fluorescence microscopy (GFP) was visualized on 
fixed cells (left column) 20h post-transfection and the DNA was stained with DAPI to 
show the nucleus of each cell (right column). Bar, 12 mm.
Although a PY-NLS-associated karyopherin, Kap(32, allows the import of PABPN1 
into the nucleus of digitonin-permeabilized Hela cells in vitro (Fronz et al., 2011), the 
requirement of Kap|32 for PABPN1 nuclear import has never been demonstrated in living 
cells. Given the persistence of PABPN 1 nuclear localization upon the introduction of 
substitutions that are expected to significantly perturb its putative PY-NLS, we tested 
whether PY-NLS-dependent karyopherins were required for PABPN 1 nuclear import in 
HeLa cells. We used a previously described KapP2-specific nuclear import inhibitor 
(M9M) that shows a 200-fold increase in binding affinity for Kap|32 as compared to a 
natural PY-NLS sequence (Cansizoglu et al., 2007). Expression of a myc-tagged version of 
the maltose-binding protein (MBP) fused to the M9M peptide competed with the 
endogenous KapP2 substrate hnRNP A l, causing the accumulation of hnRNP A1 in the 
cytoplasm of KapP2-saturated cells (Fig. 7, panels e-h, arrowhead); however, hnRNP Al 
was exclusively nuclear in cells in which the M9M peptide did not saturate KapP2- 
mediated nuclear import (Fig. 7, e-h). In contrast to hnRNP A l, PABPN 1 was still 
predominantly nuclear after saturation of KapP2-dependent nuclear import using the MBP- 
M9M inhibitor (Fig. 7, panels m-p). A rescaled (overexposed) image showed low levels of 
cytoplasmic PABPN 1 in Kapp2-saturated cells (Fig. S5).
Altogether, our PY-NLS substitutions and KapP2 inhibition experiments strongly 
suggest that the import of PABPN 1 into the nucleus of human cells can be mediated by a 









Figure 7. Inhibition of KapP2-mediated nuclear import does not lead to PABPN1 
mislocalization.
Hela cells were transiently transfected with an empty control vector (a-d and i-1) or a DNA 
construct expressing a myc-tagged version of the maltose-binding protein (MBP) fused to 
the M9M peptide (e-h and m-p). The fixed and permeabilized cells were stained for Myc- 
MBP-M9M (a, e, i, and m) using anti-Myc, as well as for endogenous hnRNPAl (b and f) 
and endogenous PABPN1 (j and n). DNA stained with DAPI shows the nucleus of each 
cell (c, g, k, and o). Images a-c, e-g, i-k, and m-o were merged to form d, h, 1, and p, 
respectively. Arrowheads point to cells in which Kap|32-mediated nuclear import has been 
saturated by the M9M peptide. Bar, 12 mm.
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DISCUSSION
Nuclear poly(A)-binding proteins (PABPs) are evolutionary conserved proteins 
that play key roles in eukaryotic gene expression. Yet, the nature of their nuclear 
localization signals (NLS) and the mechanisms responsible for mediating their transport 
through the nuclear pore complex and into the nucleus have remained poorly characterized. 
In this study, we have identified the functional NLS and the karyopherin responsible for the 
delivery of the fission yeast nuclear poly(A)-binding protein, Pab2, into the nucleus. Our 
localization, binding, and functional studies collectively show that a basic-type PY-NLS 
located at the extreme C-terminus of Pab2 is both necessary and sufficient for import into 
the nucleus via the karyopherin (12 (Kap02) receptor, Kapl04. Our study thus provides the 
first example of a functional PY-NLS nuclear import system in fission yeast. The 
identification of a PY-NLS-dependent import mechanism for S. pombe Pab2 is consistent 
with the observation that PY-NLS cargoes in S. cerevisiae and humans tend to be enriched 
for proteins with RNA-related functions (Lange et al., 2008, Lee et al., 2006, Xu et al., 
2010). In silico analyses of the fission yeast proteome should reveal the prevalence of the 
PY-NLS as a nuclear targeting signal in S. pombe as well as the proportion of PY-NLS 
cargoes involved in RNA metabolism in this organism. However, prediction of PY-NLS- 
containing proteins using computational approaches has been complicated by the 
substantial diversity in PY-NLS sequences (Suel et al., 2008, Suel and Chook, 2009, Xu et 
al., 2010). For example, the pattern of basic arginine residues N-terminal to the PY-core 
motif of the Pab2 PY-NLS does not match the consensus used to predict PY-NLS cargoes 
in the human proteome (Lee et al., 2006), and would therefore not be identified as a PY- 
NLS-containing protein using these criteria. The identification of a PY-NLS import system 
in fission yeast will therefore provide powerful biochemical and genetic tools to further 
characterize the properties that govern affinity to Kapp2 receptors, helping to better define 
rules for the prediction of PY-NLS cargoes in eukaryotic proteomes.
Our functional dissection of the PY-NLS of Pab2 showed that substitution of 
tyrosine-166 from the PY-dipeptide had a more profound effect on Pab2 nuclear import 
(Fig. 1) and Pab2 function (Fig. 4) than the substitution of proline-165. Similar results were
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obtained for the Hrpl protein in S. cerevisiae (Lange et al., 2008), suggesting a generally 
more significant contribution of the tyrosine residue within the PY epitope at creating a 
binding platform for a stable PY-NLS-Kapl04 interaction. Although we found a critical 
role for the PY-dipeptide in Pab2 nuclear import, the PY-core motif (R-X2-5-PY) of Pab2 
was not sufficient for nuclear import of an heterologous protein, as the N-terminal basic 
region was required to efficiently target the GST-GFP fusion into the nucleus of fission 
yeast cells. The Pab2 nuclear targeting signal thus obeys the rules for a basic-type PY-NLS 
(Xu et al., 2010), consisting of a 15-30 amino acid-long disordered regions with a N- 
terminal basic stretch followed by a C-terminal R-X2-5-PY motif.
Arginine méthylation and PY-NLS-mediated nuclear import.
Like mammalian PABPN 1, fission yeast Pab2 is methylated at arginine residues within its 
basic region near the PY-core motif (Perreault et al., 2007). As yet, however, a functional 
role for Pab2 arginine méthylation has remained elusive. Notably, our study provides the 
first example of a functional role for Pab2 méthylation in a cellular system by 
demonstrating that arginine méthylation of Pab2 functions antagonistically to PY-NLS- 
mediated nuclear import. Indeed, we found that the cytosolic signal resulting from the 
substitution of the proline residue within the PY-core motif [PI65A] of Pab2 was 
significantly reduced in the absence of Rmtl (Fig. 5), which is the only methyltransferase 
that catalyzes Pab2 arginine méthylation in fission yeast (Perreault et al., 2007). Because 
the decrease in Pab2 cytosolic signal in rmtl Is. cells is unlikely to be the consequence of 
nuclear export defects (Fig. S4), at least two mechanisms could account for this 
observation: (i) increase affinity of unmethylated Pab2 to Kapl04 or (ii) increase turnover 
of unmethylated Pab2 in the cytosol. As two independent studies recently reported that 
méthylation of arginine residues in the vicinity of a PY-NLS decreases its affinity for 
Kap(32 in vitro (Dormann et al., 2012, Fronz et al., 2011), we favor a model in which Rmtl- 
dependent arginine méthylation within the basic region of Pab2 reduces the binding affinity 
between its PY-NLS and Kapl04. Yet, as we observed no change, in the nuclear 
localization of wild-type Pab2 in the presence or absence of arginine méthylation (Fig. 5), 
the role of arginine méthylation in Pab2 nuclear import appears to be minor in the case of a
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robust PY-NLS. However, in the case of a sub-optimal PY-NLS sequence, which is known 
to impair binding affinity to Kap02 (Suel et al., 2008), we propose that the absence of 
méthylation restored sufficient binding affinity between Pab2 [PI65A] and Kapl04 to 
compete with additional PY-NLS cargoes in the cytoplasm, thereby improving the ability 
of Pab2 [PI65A] to be imported into the nucleus. Interestingly, this model differs from the 
one recently suggested by Fronz et al. (Fronz et al., 2011), which proposed that méthylation 
of PABPN 1 in the nucleus would facilitate its dissociation from Kap(32 and reduce rapid re­
export of the PABPN 1-Kapp2 complex in the cytoplasm. The cellular compartment where 
Pab2 and PABPN 1 are arginine methylated remains to be determined, however. Thus, 
whereas both studies show that arginine méthylation can affect the efficiency of PY-NLS- 
mediated nuclear import of Pab2 and PABPN 1, the functional significance of this 
modification to nuclear import remains elusive, as Pab2 is properly localized to the nucleus 
in the absence of arginine méthylation.
A functional PY-NLS nuclear import pathway is not required for PABPN 1 nuclear 
localization.
Although C-terminal PABPN 1 truncations were previously shown to cause partial 
PABPN1 mislocalization (Calado et al., 2000), the nature of the PABPN1 NLS has 
remained unclear. Based on the identification of a functional PY-NLS in the C-terminus of 
S. pombe Pab2, we addressed whether human PABPN 1 was also imported into the nucleus 
via a PY-NLS. However, several lines of evidence presented in this study argue that a PY- 
NLS import system is not required for PABPN 1 nuclear import. First, GFP-tagged versions 
of PABPN 1 in which key residues of its putative PY-NLS were substituted were still 
efficiently targeted into the nucleus. Second, inhibition of KapP2-dependent nuclear import 
pathways, which prevents the import of PY-NLS cargoes into the nucleus of human cells 
(Fig. 7 and (Cansizoglu et al., 2007)), did not significantly impair PABPN1 nuclear 
accumulation. Finally, we noted a spacing of 6  amino acids between epitopes II and III 
(R298 and PY-dipeptide, respectively) in the putative PY-NLS sequence of mammalian 
PABPN 1 orthologs (Fig. SI), which deviates from the strict 2-5 amino acids spacing found 
in PY-NLS cargoes (Lee et al., 2006). Thus, although direct interactions between PABPN 1
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and Kapp2 have been demonstrated in vitro (Calado et al., 2000, Fronz et al., 2011), our 
results indicate the Kap|32 is not the sole nuclear import factor for PABPN 1 in human cells, 
in contrast to S. pombe Pab2. Given that C-terminal truncations partly mislocalize PABPN 1 
in human cells (Calado et al., 2000), it is possible that the C-terminus of PABPN 1 contains 
overlapping nuclear targeting signals. Comparison of the C-terminal arginine-rich regions 
of Pab2 and PABPN 1, which also corresponds to epitope I of basic-type PY-NLS, revealed 
that this basic patch of amino acids is substantially extended in PABPN 1 relative to Pab2 
(38 versus 21 residues, respectively). Accordingly, this extended basic region in PABPN 1 
may contain recognition elements for different karyopherins. Such an increase in the 
complexity of nuclear import pathways from yeast to humans has in fact been reported for 
the NXF1 mRNA export factor, which can bind five different karyopherins in humans, but 
a single karyopherin in fission yeast (Zhang et al., 2011). It is therefore likely that multiple 
redundant nuclear import pathways exist for human PABPN 1.
In summary, our findings unveiled the mechanism by which the S. pombe nuclear 
poly(A)-binding protein, Pab2, is imported into the nucleus, providing the first example of 
a functional PY-NLS import system in fission yeast. Surprisingly, our results indicate that 
the PY-NLS import pathway is not required for the nuclear localization of PABPN 1 in 
human cells, thus raising the existence of alternative or redundant nuclear import 
mechanisms for human PABPN 1.
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MATERIALS AND METHODS
Strains, Growth media, and Genetics methods.
All the S. pombe strains used in this study are listed in Supplemental Table SI. Strains were 
grown to exponential phase at 30°C in Edinburgh minimum medium (EMM) containing 
appropriate amino acid supplements. PCR-mediated gene disruptions were performed by a 
two-step approach using 200-300 nucleotides annealing to the target gene, modified from 
Bahler et al. (Bahler et al., 1998). Gene knockouts were confirmed by colony PCR and RT- 
PCR. Plasmid integrations at the ade6 locus were performed as previously described 
(Lemieux et al., 2011) using linearized DNA and selecting for adenine prototrophy.
Hela cells were grown in DMEM supplemented with 10% FBS, MEM nonessential 
amino acids (Wisent, Qc, Canada), ImM sodium pyruvate and penicillin-streptomycin-L- 
glutamine (Wisent, Qc, Canada). Transient transfections of DNA constructs were 
performed by adding 1-4 pg of plasmid constructs (listed in Supplemental table SI) with 2- 
4 pi of lipofectamine 2000 to 2 X 105 cells. After 4 h, the plasmid/lipofectamine containing 
media was removed, replaced with fresh media, and incubated for 16 h before fixation 
treatment.
Microscopy.
The green fluorescent protein (GFP) was used to localize Pab2 and PABPN 1 in live 
S. pombe cells and in fixed HeLa cells, respectively. Signals were visualized using a 62HE 
triple filters (Carl Zeiss Canada, ON, Canada) on an Oberver.Zl (Carl Zeiss Canada, ON, 
Canada) equipped with a Cascade II camera (Carl Zeiss Canada, ON, Canada). The 
objectives were a PlnApo 63X/1.4 (Carl Zeiss Canada, ON, Canada) and a a  PlnApo 
100X/1.46 (Carl Zeiss Canada, ON, Canada). Cellular autofluorescence background signals 
were removed using the Axio Vision Rel. 4.7 software (Carl Zeiss Canada, ON, Canada).
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For visual analysis of yeast cells, 8 -well slides were coated with 20 pi of a 1 mg/ml 
concanavaline A solution and allowed to dry for 30 min. Exponential phase cultures of S. 
pombe were dropped in each well and incubated for 10 min followed by two EMM media 
washes. Slides were mounted with 3 pi of EMM media per well for live cells microscopy.
For visual analysis of human cells, cover slips were pre-coated with poly-D-lysine 
hydrobromide and Hela cells were allowed to adhere. 24h post-transfection, HeLa cells 
were fixed for 15 min with a 4 % paraformaldehyde/PBS solution and then washed once 
with PBS. Cells were then permeabilized using a 0,1% triton X-100/PBS solution for 10 
min. For the visualization of GFP-PABPN1, cells were washed with PBS and the cover 
slips were mounted on a slide with slow fade gold antifade reagent with DAPI for 
microscopy analysis. For the M9M inhibition assays, cells were equilibrated for 20 min in 
1% BSA followed by a 90 min incubation with primary antibodies dilutions in 1% BSA: 
1/100 for anti-Myc (9E10, Santa Cruz), 1/500 for anti-PABPNl (Epitomics), and anti- 
hnRNPAl (a gift from Benoit Chabot, Université de Sherbrooke). Cells were washed three 
times with PBS/BSA 1% and incubated with secondary antibody dilutions. After three 
wash with PBS/BSA 1%, the cells were mounted on a slide with slow fade gold antifade 
reagent with DAPI (Invitrogen, OR, USA) for microscopy analysis.
DNA constructs.
The expression of GFP-Pab2 under the control of promoter and terminator 
sequences of pab2 was performed by cloning PCR products corresponding to the pab2 
promoter (400 bp), the egfp cDNA, the pab2 cDNA, and the pab2 terminator (1000 bp) into 
pBPadeô (Beaudoin and Labbe, 2006), generating pFB511. Substitutions in the PY-NLS 
sequence of Pab2 were introduced by site-directed mutagenesis using pFB511 and 
confirmed by DNA sequencing. The GST-GFP expression construct was generated by PCR 
amplification of a ~ 1400-bp DNA fragment corresponding to the GST-GFP coding 
sequence from pSPGST-GFP (Beaudoin and Labbe, 2007), which was cloned between the 
promoter and the terminator sequences of pab2, generating pFB548. DNA constructs 
expressing GST-GFP-Pab2 (161-166), GST-GFP-Pab2 (156-166), GST-GFP-Pab2 (139-
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166), and GST-GFP-cNLS were generated by PCR amplification of GST-GFP from 
pFB548 using complementary oligonucleotides that contained the nucleotide sequences 
coding for these additional amino acids. The GFP-PABPN1 construct was previously 
described (Fan et al., 2001). Substitutions in the putative PY-NLS sequence of PABPN1 
were introduced by site-directed mutagenesis using the GFP-PABPN1 construct. To 
generate a polyhistidine-tagged version of S. pombe Kapl04, the kap!04 cDNA 
(SPAC2F3.06c) was amplified by RT-PCR and cloned into pET-28a (Novagen), generating 
pFB674. All constructs were confirmed by DNA sequencing.
Recombinant protein expression and in vitro binding assays.
GST and GST-Pab2 were expressed in E. coli as previously described (Perreault et 
al., 2007). 6 xHis-tagged Kapl04 was expressed by transforming E. coli BL21 DE3 cells 
(invitrogen) with pFB674. Kapl04 expression was induced by the addition of 0.4 mM 
isopropyl p-D-l-thiogalactopyranoside for 20h at 18°C. Following centrifugation, cells 
were subsequently washed in ice-cold lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 
10 % sucrose, 10 pg/ml lysozyme, and 0.1 % triton X-100) for 30 min before lysis by 
sonication. The cleared lysate was supplemented with 10 % glycerol and 50 mM imidazole 
before being incubated with Ni-NTA-agarose matrix (Quiagen). The resulting 6 xHis- 
Kap 104-bound affinity matrix was washed several times in binding buffer (20 mM Hepes 
pH 7.3, 110 mM KAc, 2 mM DTT, 1 mM EGTA, 2 mM MgAc and 20 % glycerol) and 
used directly for binding assays.
For in vitro binding assays, equal amounts of GST or GST-Pab2 (~ 1 pg) were 
added to Kap 104-bound Ni-NTA-agarose resin in binding buffer that was adjusted to a 
final concentration of 350 mM NaCl. Binding assays were performed at 4 °C for 1 h with 
gentle agitation, the unbound fraction was discarded, and the resin was washed 4 times with 
binding buffer supplemented with 350 mM NaCl. Proteins were eluted, from the resin by 
the addition of SDS-PAGE sample buffer and the eluted proteins were analyzed by 
immunoblotting using GST-specific and polyhistidine tag-specific antibodies.
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Antibodies.
Mouse monoclonal anti-GST B-14 was from Santa Cruz Biotechnology Inc. Mouse 
monoclonal anti-penta His was from Qiagen. Rabbit polyclonal anti-GFP was from 
Invitrogen. The rabbit polyclonal antibody specific to fission yeast Rps2 was previously 
described (Perreault et al., 2009). Mouse monoclonal anti-Myc 9E10 was from Santa Cruz 
Biotechnology Inc. Rabbit monoclonal anti-PABPNl was from Epitomics. The rabbit 
polyclonal antibody specific to human hnRNP A l was a generous gift from Dr Benoit 
Chabot (Université de Sherbrooke).
Northern Blots.
To detect rpl30-2 transcripts, twenty micrograms of total RNA was resolved on a 1.25% 
agarose-formaldehyde gel and transferred onto nylon membrane by capillary diffusion. 
Membranes were cross-linked using a UV Stratalinker and probed using a gene-specific 
oligonucleotide that was 5-labeled with [32P-ATP] using T4 polynucleotide kinase. After 
extensive washing steps, membranes were exposed to Phosphor Screens and visualized 
using a Typhoon Trio instrument.
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Figure SI. Amino acid sequence alignment of the C-terminal region of nuclear poly(A) 
binding proteins from multiple species.
Identical amino acids are shown in black outline and similar amino acids are shown in grey 
outline. The GenBank accession numbers used for the alignment are as follows: 
NP_004634.1 for humans; Q28165 for bovine; NP_062275.1 for mouse; AF257236 for 
Xenopus; AF116341 for Drosophila', CAB 16904.1 for S. pombe. Alignments and shading 
were generated using ClustalW and Boxshade.
Figure S2. Histogram showing the number of cells in which a distinguishable nucleus 
(nuclear > cytoplasmic GFP signal: black box) was observed using GFP fluorescence 
versus cells for which a nucleus could not be distinguished from the cytoplasmic GFP 
signal (nuclear < cytoplasmic GFP signal: white box).
from (A) cells expressing wild-type and variant versions of GFP-Pab2 as well as the GFP 
control, (B) cells expressing wild-type GFP-Pab2 and variant versions of GST-GFP 
fusions, and (C) pab2A, pab2A/kapl04A and pab2A/sal3A cells expressing wild-type GFP- 
Pab2 or GST-GFP-Pab2 (139-166). At least 50 cells were counted for each strain. A chi- 
square test confirmed the statistical significance of these results (P-value < 0.0001).
Nuclear > cytoplasmic GFP signal 
Nuclear * cytoplasmic GFP signal
Nuclear > cytoplasmic GFP signal 














Figure S3. Histogram showing the number of cells in which a distinguishable 
cytoplasmic GFP signal (black box) was observed using GFP fluorescence versus cells 
for which cytoplasmic GFP signal could not be distinguished (white box)
from pab2A. and pab2à/rm tlà  cells expressing wild-type GFP-Pab2 or GFP-Pab2 [P165A]. 
At least 175 cells were counted for each strain and over 1000 cells were counted in total. A 
chi-square test confirmed the statistical significance of these results (P-value < 0.0001)
Cytoplasmic GFP signal 
□  No cytoplasmic GFP signal
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Figure S4. Inhibition of CRMl-dependent nuclear export does not abolish the 
detection of Pab2 [P165A] in the cytoplasm.
Visual analysis of pab2A cells expressing the empty control vector (a-d), GFP-Pab2 
[P165A] (e-h), and GST-GFP-Papl NES (i-1) that were previously treated with 100 ng/ml 
leptomycin B (+ LMB) for 6  hrs or not treated with leptomycin B (- LMB). Direct 
fluorescence microscopy (GFP) was visualized in live cells and the corresponding 
differential interference contrast (DIC) images are shown. The GST-GFP-Papl NES was 
used as a positive control for the leptomycin B treatment, as it accumulates in the nucleus 
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Figure S5. Rescaled images showing overexposed saturated signals from PABPN1 




FBYI08 h- ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl (Perreault et a i .  2007)
FBY109 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 (Perreault et a i .  2007)
FBY815 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6 This study
FBY1048 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-DI8 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GFP-Pab2 This study
FBY 1169 h+ ade6-M2S0 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GFP-Pab2 (P165A) This study
FBYII70 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GFP-Pab2 (Y166A) This study
FBY1171 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GFP-Pab2 (PY165.166AA) This study
FBYÎ172 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GFP-Pab2 (F163A) This study
FBYU73 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GFP-Pab2 (R161A) This study
FBYI174 h+ ade6-M 2l0 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GFP-Pab2 (YRGR156- 159AAAA) This study
FBY1175 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GFP-Pab2 (RPY161.165.166AAA) This study
FBYI176 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GFP This study
FBY 1204 h+ ade6-M21Q leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GST-GFP This study
FBY 1314 h+ adc6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GST-GFP-Pab2 (161-166) This study
FBY 1284 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-I)18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GST-GFP-Pab2 (156-166) This study
FBY 1285 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GST-GFP-Pab2 (139-166) This study
FBY 1205 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 pBPade6/GST-GFP-cNLS This study
FBY 1208 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 AkapI04::natMX6 pBPade6 This study
FBY1211 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D!8 his3-Di Apab2::kanMX6 Akapl04::natMX6 pBPade6/GFP-Pab2 This study
FBY 1213 h+ ade6-M2IO leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 Akapl04::natMX6 pBPade6/GST-GFP-cNLS This study
FBY 1222 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Di Apab2::kanMX6 Asal3:natMX6 pBPade6 This study
FBY 1224 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 Asal3:natMX6 pBPade6/GFP-Pab2 This study
ra Y  1227 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 Asal3:natMX6pBPade6/GST-GFP-cNLS This study
FBY 1215 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 Akapl04::natMX6 pBPade6/GST-GFP-cNLS This study
FBY 1245 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 Akapl04:natMX6 pBPadeô This study
FBY1287 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D!8 his3-Dl Apab2::kanMX6 Asal3:natMX6 pBPade6/GST-GFP-Pab2 (139-166) This study
FBY 1295 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 Akapl04:natMX6pBPade6/GST-GFP-Pab2 (139-166) This study
FBY 1377 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 Armtl:natMX6pBPadeb This study
FBY1379 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D)8 his3-Dl Apab2::kanMX6 Armtl:naiMX6 pBPade6/GFP-Pab2 This study
FBY1381 h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 Armll:naiMX6 pBPade6/GFP-Pab2 (P165A) This study
FBY1462 h- ade6-M2H) leul-32 ura4-D18 hts3-Dl PSPi/GST-GFP-PAPl NES This study
pFB682 pCS2+MT/6XMyc-MBP-M9M (Cansizoglu et al.. 2007)
pFB585 pEGFP-C 1/PABPNI (Fan et a i .  2001)
pFB603 pEGFP-C 1/PABPN1 (P305A) This study
PFB604 pEGFP-C 1/PABPN 1 (Y306A) This study
pFB605 pEGFP-C 1/PABPN 1 (PY305.306AA) This study
pl*'B316 pEGFP-Cl (Fan et a i .  2001)
pra.305 pcDNA3.i(+) Invitrogen
pre637 pEGFP-C l/PABPN 1 (RR296.298AA) This study
pI2B646 pEGFP-C I/PABPN1 (RRPY296.298.305.306AAAA) This study
Table SI. Strains and plasmids used in this study
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Dans le chapitre 1,
le mécanisme d’import nucléaire de la protéine Pab2 chez la levure à 
fission a été élucidé. D a été montré que le système d’import nucléaire de Pab2, impliquant 
un PY-NLS dans sa région C-terminale et la karyophérine Kapl04, est requis pour 
l’exécution de ses fonctions.
Bien qu’il y ait dans la littérature la démonstration de fonctions exécutées 
par les PABP nucléaires, nos connaissances acquises sur ces PABP nucléaires sont 
modestes comparativement à celle acquises sur les PABP cytoplasmiques. Afin 
d’approfondir nos connaissances sur ces PABP nucléaires, le laboratoire du Dr. Bachand a 
effectué des analyses transcriptomiques sur des cellules de S. pombe de type sauvage et 
pab2A en utilisant des micropuce d’ADN (Lemay et al., 2010). Les résultats obtenus de 
cette analyse ont été le point de départ de travaux de recherche qui ont mené à la 
découverte de nouvelles fonctions exécutées par Pab2, où il a été montré que Pab2 est 
impliquée dans des rôles de promotion de la dégradation ou de maturation de divers ARN 
nucléaires en collaboration avec l’exonucléase 3’-5’ Rrp6  (Lemay et al., 2010, Lemieux et 
al., 2011, St-Andre et al., 2010). Un des résultats intéressant que ces analyses 
transcriptomiques ont révélées, qui n’avait pas encore été investigué lors de mon entrée au 
laboratoire du Dr. Bachand, est l’augmentation de l’accumulation de transcrits encodés par 
les rétrotransposons Tf2. Les rétro transposons sont des EGM qui se mobilisent à travers le 
génome via un intermédiaire d’ARN qui est ré verse transcrit avant d’être intégré au 
génome (Chenais, 2013). L’insertion des rétrotransposons dans le génome peut altérer 
l’expression génique et ont un impact majeur dans la biologie de l’humain dont entre autres 
dans le développement de maladie auto-immunes et cancers (Iskow et al., 2010). Le 
génome de la levure à fission contient 13 rétrotransposons Tf2 et ne détient aucun autre 
EGM fonctionnel, faisant à ce jour de la levure à fission l’organisme comportant le moins 
d’EGM complet dans son génome et par conséquent un bon organisme modèle pour l’étude 
de ces EGM (Bowen et al., 2003). Ces 13 Tf2 appartiennent à la famille gypsy des 
rétrotransposons de type LTR, ont une identité de séquence de 99.7 % entre-eux et génère 
des transcrits polyadénylés (Bowen et al., 2003, Kelly and Levin, 2005). Comme les EGM 
peuvent être menaçant pour leur hôte du à leur capacité d’engendrer des mutations, des 
insertions, des délétions et des réarrangements chromosomique au génome, l’hôte a acquis
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au cours de l’évolution des mécanismes afin de réguler l’expression de ces EGM. À ce jour 
chez la levure à fission, les mécanismes majeurs réprimant l’expression des Tf2 sont 
d’ordre transcriptionnel. L’une des protéines impliquées dans la répression 
transcriptionnelle des Tf2 est Abpl soit une CENP-B homologue (Cam et al., 2008). D a été 
montré que Abpl reconnaît et lie un motif AT-riche de 10 pb se retrouvant dans les LTR 
des Tf2 et y promeut le recrutement des HDACs Clr3 et Clr6  (Cam et al., 2008, Lorenz et 
al., 2012). Ces HDACs déacétyle les histones et y favorise la compaction de la chromatine 
y réprimant ainsi l’accès pour la machinerie transcriptionnelle. De plus, il a été montré que 
Abpl, les HDACs ainsi que Setl (une histone H3K4 méthyltransférase) favorise le 
maintient et la formation de structure d’ordre supérieur de la chromatine regroupant les loci 
Tf2, se dénommant corpuscule de Tf2 (Cam et al., 2008, Lorenz et al., 2012). 
Étonnamment, une étude a rapporté une interaction génétique négative entre les gènes pab2 
et abpl (Roguev et al., 2008).
Afin de caractériser un nouveau rôle effectué par Pab2 dans la répression 
d’expression d’EGM, nous avons établie deux hypothèses de recherche. Premièrement, 
basé sur des études précédentes où il a été montré que Pab2 promeut de façon post- 
transcriptionnelle la dégradation ou maturation d’ARN nucléaire en favorisant un 
recrutement de l’exonucléase 3’-5’ Rrp6  aux dits transcrits lié par Pab2 (Lemay et al., 
2010, Lemieux et al., 2011, St-Andre et al., 2010), nous avons émis l’hypothèse que Pab2 
réprime de façon post-transcriptionnelle l’accumulation des transcrits Tf2 à l’instar des 
mécanismes décrits ci-haut. Deuxièmement, fondé sur la découverte d’une interaction 
génétique négative entre pab2 et abpl (Roguev et al., 2008) et afin d’approfondir les 
connaissances sur la régulation de l’expression des EGM chez la levure à fission, nous 
avons émis l’hypothèse qu’il y a interrelation entre Pab2 et Abpl dans la régulation de 
l’expression des rétrotransposons Tf2.
Dans le chapitre 2,
On retrouve une description des procédures expérimentales (matériels et méthodes) 
ainsi que la présentation des résultats obtenus afin de répondre aux deux hypothèses 
décrites ci-haut. La discussion des résultats présentés au chapitre 2 est présentée dans la 
section discussion de la thèse, plus précisément à partir de la page 131.
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CHAPITRE 2
IMPLICATION DE PAB2 EN COLLABORATION AVEC ABP1, UNE CENP-B 
HOMOLOGUE, DANS LA RÉPRESSION D’EXPRESSION D’ÉLÉMENTS 
GÉNÉTIQUES MOBILES CHEZ LA LEVURE À FISSION
Pierre-Luc Mallet et François Bachand 
En préparation
RNA group/Groupe ARN, Pavillon de Recherche Appliquée sur le Cancer, Département de 
Biochimie, Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke,
Sherbrooke, Qc, J1E4K8, Canada.
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RÉSUMÉ
Les protéines nucléaires liant les queues poly(A) sont conservées à travers les eucaryotes et 
jouent un rôle important dans la régulation de l’expression génique. Chez la levure à 
fission, la PABP nucléaire majeure, Pab2, est impliquée dans divers processus de 
dégradation ou de maturation d’ARN nucléaires. Bien qu’il y ait dans la littérature la 
démonstration de fonctions exécutées par les PABP nucléaires, nos connaissances acquises 
sur ces PABP nucléaires sont modestes. Dans cette étude, une nouvelle fonction de Pab2 
dans la répression de l’expression des rétrotransposons 7/2 a été identifiée. Les analyses 
d’immunoprécipitation de la chromatine ont permis de constater que la densité d’ARN 
poin aux loci 7/2 est similaire entre les souches de type sauvage et pab2A, suggérant que 
Pab2 exerce une répression de type post-transcriptionnelle sur l’expression des 7/2. 
Concordant avec des études antérieures où il a été montré que Pab2 favorise le recrutement 
de l’exonucléase 3’-5’ Rrp6  à certains transcrits polyadénylés afin de procéder à leur 
dégradation ou maturation. H a aussi été observé que Pab2 coopère avec Abpl afin de 
réprimer en phase végétative l’expression de transcrits méiotiques antisens aux Tf2. Les 
analyses d’immunoprécipitation de la chromatine ont permis de constater que la densité 
d’ARN polll aux loci Tf2 est diminuée dans un double mutant abplAJpab2A versus le 
simple mutant abpl A, menant à l’hypothèse que les transcrits antisens aux 7/2 accumulant 
spécifiquement dans le double mutant induisent une répression transcriptionnelle aux loci 
Tf2. Il a été observé que les transcrits antisens aux Tf2 accumulent de façon naturelle lors 
d’étape spécifique de la méiose et que leur expression corrèle négativement avec 
l’expression des transcrits Tj2. Ces observations ont mené à l’hypothèse que les transcrits 
antisens aux Tf2 sont exprimés à des étapes spécifiques de la méiose afin de médier une 
répression de l’expression des Tf2. De plus, des essais de rétrotransposition ont permis de 
montrer que le taux de rétrotransposition des 7/2 est affecté par l’expression des protéines 
Abpl et Pab2. Finalement, cette étude a menée à la détection de transcrits de translecture 
des loci 7/2 accumulant en phase tardive de la méiose.
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MATERIALS AND METHODS 
Strains, Growth media, and Genetics methods.
All the S. pombe strains used in this study are listed in Table 1. Strains were grown to 
exponential phase at 30°C in yeast extract medium with supplements (YES) containing 
appropriate amino acid supplements. We perform meiotic entry synchronization as follows: 
diploid h+/h+ patl-114/patl-114 cells were grown to 1 O D 6oo at 25°C in Edinburgh 
minimum medium (EMM) containing 2 % glucose and 0.5 % NH4CI. Then cells were 
washed and resuspended in EMM without NH4CI (EMM-N) at 0.5 O D 60o and incubated at 
25°C for 16h. Entry in meiosis program was started by shifting the cells to 34°C with 
addition of 0.05 % NH4CI. PCR-mediated gene disruptions were performed by a two-step 
approach using 200-300 nucleotides annealing to the target gene, modified from Bahler et 
al. (Bahler et al., 1998). Gene knockouts were confirmed by colony PCR and RT-PCR.
Strain Description Origin
FBY 106 h+ ade6-M216 leul-32 ura4-D18 his3-Dl ( 1)
FBY 107 h-ade6-M216 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 ( 1)
FBY503 h- ura4-D18 leul-32 his3-Dl ade6-M210 integration ura4:tf2-l (2 )
FBY613 h- ura4-D18 leul-32 his3-Dl ade6-M210 integration ura4:tf2-l Apab2::kanMX6 This study
FBY512 h- ura4-D18 leul-32 his3-Dl ade6-M210 integration ura4:tf2-10 (2 )
FBY614 h- ura4-D18 leul-32 his3-Dl ade6-M210 integration ura4:tf2-10 Apab2::kanMX6 This study
FBY513 h- ura4-D18 leul-32 his3-Dl ade6-M210 integration ura4:tf2-l 1 (2 )
FBY615 h- ura4-D18 leul-32 his3-Dl ade6-M210 integration ura4:tf2-l 1 Apab2::kanMX6 This study
FBY 1773 h+ade6-M216 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Arrp6 ::hphMX6 This study
FBY588 h+ade6-M216 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Aabpl::ura4 This study
FBY589 h-ade6-M216 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Apab2::kanMX6 Aabpl::ura4 This study
FBY 1768 h+ ade6-M216 leul-32 ura4-D18 his3-Dl Aabpl ::ura4 Arrp6 ::hphMX6 This study
FBY 1503 neoAI:tf2-12::ura4 (2 )
FBY 1522 neoAI:tf2-12::ura4 Apab2::natMX6 This study
FBY 1660 neoAI:tf2-12::ura4 Aabpl ::hphMX6 This study
FBY 1690 neoAI:tf2-12 : :ura4 Aabp 1 : :hphMX6  Apab2 : :natMX6 This study
FBY158 h+/h+ oatl-114/pat 1-114 ade6-M210/ade6-M216 (3) ........
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Table 1. Strains used in this study.
References related to table 1 : 1 .  (Perreault et al., 2007) ; 2. (Sehgal et al., 2007) ; 3. (Mata 
et al., 2 0 0 2 ).
RNA analysis
For Northern blot analysis, twenty micrograms of total RNA was resolved on a 1 % 
agarose-formaldehyde gel and transferred onto nylon membrane by capillary diffusion. 
Membranes were cross-linked using a UV Stratalinker and probed using 32P-labeled strand- 
specific riboprobes. After extensive washing steps, membranes were exposed to Phosphor 
Screens and visualized using a Typhoon Trio instrument. For coordinate mapping analysis 
of Tf2 transcripts: 5’ RACE was performed using the 5’RACE System from Invitrogen 
which rely on terminal deoxynucleotidyl transferase activity to add a homopolymeric tails 
to the 3’ ends of cDNA; and 3’ RACE was performed using a ligation-mediated PCR 
technique relying on ligation to the 3’ end of RNAs of an 5’ pre-adenylated and 3’ pre- 
dideoxycytosined oligonucleotide. For detection of Tf2 readthrough transcripts, reverse 
transcription was performed using superscript III reverse transcriptase from Invitrogen. 
Before PCR analysis, RNase H digestion was performed to remove complementary RNA to 
the cDNA.
Rétrotransposition assay
For rétrotransposition assay, strains carrying Tf2-12 neoAI constructs were inoculated at 5 
X 104 cells/ml in 40 parallel 2.5 ml cultures and grown to saturation at 30°C. Each saturated 
culture was quantified for its cell density and then 1 X 108 cells from each culture were 
plated on a G418 plate (150 pg/ml) and neo-resistant colonies were counted. 
Rétrotransposition rates analysis was conducted using the Ma-Sandri-Sarkar Maximum 
Likelihood Estimator (MMS-LLE) methods on FALCOR web-tool (Hall et al., 2009).
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ChIP
Chromatin immunoprécipitation (ChIP) assays were carried out as previously described by 
Larochelle et al. (Larochelle et al., 2012). Briefly, cells were crosslink with formaldehyde 
and lyses using glass beads with FastPrep instrument. Lysates were then sonicated and 
whole-cell extract was incubated with anti-CTD (8WG16) antibody coupled to protein-G 
sepharose. Reverse crosslinking and DNA precipitation of the whole-cell extract and eluted 
fraction were performed. RNA poin density at Tf2 loci was calculated as the relative 
density compared to the wt and was normalized using a non-transcribed intergenic region 
(nucleotides 3 009 380 to 3 009 484 of chromosome I). Quantification of the 
immunoprecipitated and input DNA was done by quantitative real-time PCR.
Western Blot
For Western blot analysis, 300 micrograms of total proteins were resolved by SDS-PAGE 
and transferred to a nitrocellulose membrane. Membranes were incubated with antibodies 
against Tfl RT (1:10,000) and tubulin a (1:5,000). Then they were incubated with anti­
rabbit (1:15,000) and anti-mouse (1:15,000) secondary antibodies and membrane was 
revealed using an Odyssey infrared imaging system.
Antibodies
Rabbit polyclonal anti-TJi RT was a generous gift from Dr. Henry L. Levin (National 
Institutes of Child Health and Human Development, National Institutes of Health, 
Bethesda, Maryland). Mouse monoclonal anti-a-tubulin B-5-1-2 was from Sigma. Alexa 
Fluor 680 goat anti-mouse was from Invitrogen. Donkey anti-rabbit IR Dye 800cw was 
from Odyssey. Mouse monoclonal anti-RNA polll CTD 8WG16 was from Covance.
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RESULTS 
Pab2 represses expression of Tf2 mRNA.
We previously reported, using DNA microarray analysis, that pab2A cells display 
misregulation of 198 polyadenylated transcripts. Among those, 113 and 85 genes had 
increased and decreased RNA levels respectively. Of the upregulated transcripts, four 
classes of genes were identified which are small nucleolar RNAs, meiotic genes, specific 
intron-containing genes and rétrotransposons (Lemay et al., 2010). Subsequent studies in 
our laboratory, on the three first class of genes described above, has led to the identification 
of different post-transcriptional RNA maturation and degradation mechanisms involving 
the nuclear poly(A) polymerase Pab2 and the RNA exosome (Lemay et al., 2010, Lemieux 
et al., 2011, St-Andre et al., 2010). DNA microarray analysis has monitored a twofold 
upregulation of the fission yeast 7/2 rétrotransposons transcripts in pab2A cells. To 
independently validate this result, we performed a Northern blot analysis comparing wt and 
pab2A cells and confirmed a twofold Tf2 transcripts accumulation in pab2A cells (Fig. 1A 
and B). Since the fission yeast genome contains 13 full-length copies of Tf2 element 
possessing a 99.7 % sequence identity; discrimination of these by complementary sequence 
hybridization based techniques is not feasible. To investigate if Tf2 transcripts 
accumulation in pab2A cells originates from one specific locus or from diverse loci, we 
used individual ura4+ tagged Tf2 element constructs (Fig. 1C). Northern blot analysis using 
ura4+-specific sequences confirmed transcripts accumulation originating from TJ2-1, Tf2- 
10 and TJ2-11 loci in pab2A cells (Fig. ID and E). We also noted that transcripts 
accumulation level in pab2A cells varies between these Tf2 loci (Fig. ID and E). These 
results confirm that Pab2 represses Tf2 expression and support a model where all 7/2 
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Figure 1. Pab2 represses expression of Tf2 mRNA.
(A) Northern blot analysis of total RNA prepared from wild-type (lane 1) and pab2A (lane
2) cells. The blot was hybridized using probes complementary to Tf2 open reading frame 
and 18s rRNA. (B) Quantification of Northern blots data for Tf2 mRNA levels. The data 
and errors bars represent the average and standard deviation from at least three independent 
experiments. (* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001; Student’s t test). (C) Schematic 
representation of the individual ura4+ tagged Tf2 element constructs. (D) Northern blot 
analysis of total RNA prepared from wild-type (lanes 1, 3 and 5) and pab2A (lanes 2, 4, 6) 
cells expressing Tf2-1 (lanes 1 and 2), 2/2-70 (lanes 3 and 4) and 7/2-77 (lanes 5 and 6) 
ura4+ tagged constructs. The blot was hybridized using probes complementary to ura4+ 
antisense RNA and rps2 mRNA. (E) Quantification of Northern blots data for ura4+ 
antisense RNA levels. The data and errors bars represent the average and standard deviation 
from at least three independent experiments. (* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001; 
Student’s t test).
Pab2 in concert with Abpl repress expression of Tf2 antisense transcripts.
Negative genetic interaction was reported between pab2 and abpl genes (Roguev et al., 
2008). Thus, in attempt to characterize genetic pathway taken by Pab2 to repress Tf2 
expression, we performed Northern blot analysis of cells deleted for pab2 and abpl genes. 
Consistent with a previous report (Cam et al., 2008), Tf2 mRNA accumulated in absence of 
Abpl (Fig. 2A, lane 4; Fig. 2B). Although both Abpl and Pab2 repress Tf2 expression, 
abplA/pab2A cells show reduced 7/2 mRNA accumulation relative to abpl A cells (Fig. 
2A, lane 4 and 5; Fig. 2B). Rrp6, which has functional and physical association with Pab2 
(Lemay et al., 2010), prevents spurious synthesis of siRNA mapping to Tf2 and 
establishment of H3K9me marks to these loci (Yamanaka et al., 2013), thereby promoting 
heterochromatin formation and transcriptional repression at Tf2 loci in rrp6A strain. We 
confirmed by Northern blot analysis that abplAlrrpôA cells, like those of abplAJpab2A, 
show a marked decreased of Tf2 mRNA accumulation versus abpl A cells (Fig. 2A, lane 4 
and 6; Fig. 2B). To address whether TJ2 antisense transcripts accumulation could be 
involved in the reduction of Tf2 mRNA accumulation in abplAlpab2A cells versus abpl A 
cells, we performed Northern blot analysis probing against antisense transcripts along the 
Tf2 elements. As expected, Tf2 antisense transcripts were detected in rrp6A cells (Fig 2C, 
lane 3; Fig. 2D). Tf2 antisense transcripts also accumulated in abplAlpab2A and 
abplAlrrpôA cells (Fig 2C, lane 5, 6 and 10; Fig. 2D). Those 7/2 antisense transcripts with
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a length of about 2000 nt, (Tf2AS), mapped to the 5’ half of the Tf2 element. 5’ RACE and 
3’ RACE analysis has revealed major transcriptional start site and poly-adenylation site of 
TflAS at respectively nucleotide 2045 and 102 of Tf2 elements (Fig. 2E). These results 
suggest that Pab2 and Abpl act in parallel pathways to repress expression of Tf2AS and 
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Figure 2. Pab2 in concert with Abpl repress expression of Tf2 antisense transcripts.
(A) Northern blot analysis of total RNA prepared from wild-type (lane 1), pab2A (lane 2), 
rrpôA (lane 3), abpl à  (lane 4), abplAlpab2A (lane 5) and abplAlrrpôA (lane 6) cells. The 
blot was hybridized using probes complementary to Tf2 open reading frame and 18s rRNA.
(B) Quantification of Northern blots data for Tf2 mRNA levels. The data and errors bars 
represent the average and standard deviation from at least three independent experiments. 
(* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0;001; Student’s t test). (C) Northern blot analysis, 
on the left side, of total RNA prepared from wild-type (lane 1), pab2A (lane 2), rrpôA (lane
3), abpl A (lane 4), abplAlpab2A (lane 5) and abplAlrrpôA (lane 6) cells. Northern blot 
analysis, on the right side, of a longer exposure time of total RNA prepared from wild-type 
(lane 7), pab2A (lane 8), abpl A (lane 9) and abplAlpab2A (lane 10) cells. The blots was 
hybridized using probes complementary to Tf2 antisense RNA and 18s rRNA. (D) 
Quantification of Northern blots data for 7/2 antisense RNA levels. The data and errors 
bars represent the average and standard deviation from at least three independent 
experiments. (* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001; Student’s t test). (E) 
Schematization of 7/2 mRNA and antisense RNA with their respective coordinates. Arrows 
indicates transcriptional start site (TSS) and polyadenylation site (Poly(A)).
TJ2 transcriptional repression appears in abplSlpab2A versus abpl A cells.
RNA polll ChIP analysis was performed to investigate a 7/2 transcriptional repression in 
abplAlpab2A versus abpl A cells. Three regions inside the ORF of the Tf2 were used to do 
qPCR on DNA obtained from RNA polll ChIP analysis (Fig. 3A). Data analysis, using 
two-way ANOVA including Tukey’s multiple comparison test, indicates a significant 
variation caused by the strains, but not caused by the loci or by an interaction between these 
two former. Furthermore, it reveals a significant increase of RNA polll density at 7/2 loci 
in abpl A cells versus wt, pab2A and abplA!pab2A cells (Fig. 3B). The aforementioned 
results support a model where Pab2 mediate a post-transcriptional repression on 7/2 and 
indicate that the 7/2 expression repression observes in the double mutants abplA/pab2A 
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Figure 3. T/2 transcriptional repression appears in abplAlpab2A versus abpl A cells.
(A) Schematic representation of Tf2 genes. Bars above the gene show the positions of PCR 
products used for the ChIP analysis. Arrows indicates transcriptional start site (TSS) and 
polyadenylation site (Poly(A)). (B) ChIP assays were performed using a RNA PolII- 
specific antibody. The input and co-precipitated DNA were quantified by qPCR along the 
Tf2 loci using specific primer as shown in panel A. ChIP data are presented as the mean of 
the relative level of RNA poll! density normalized to an intergenic region. Errors bars 
represent the standard error of the mean for five independent experiments. (* = p < 0.05, ** 
= p < 0.01, *** = p < 0.001; two-way ANOVA including Tukey’s multiple comparison 
test).
Tf2 rétrotransposition rate is modulated in abpl S. and in abplSlpab2A cells.
Given that Pab2 and Abpl affect mRNA and T/2 AS expression originating from Tf2 loci, 
we investigate how the rétrotransposition rates of the Tf2 was affected by Pab2 and Abpl 
by measuring their rétrotransposition rates using T/2-12 neoAI construct (Fig. 4A). As 
previously reported for Tfl-neoAI (Cam et al., 2008), rétrotransposition rates were 
significantly higher in abpl A versus wt cells. Rétrotransposition rate in abplAlpab2A cells 
was significantly lower than in single abpl A mutant; however, it was still significantly 
higher than in wt cells. No significant rétrotransposition rate variation was observed 
amongst wt and pab2A cells (Fig. 4B). To validate that T/2-12 neoAI mRNA expression 
behave like endogenous T/2, we perform Northern blot analysis in those mutants. T/2-12 
neoAI mRNA expression behaves similarly as endogenous T/2, except that the 
accumulation intensity was more pronounced in abpl A and abplA/pab2A cells versus wt 
cells, respectively to 50-fold and 12-fold higher (Fig. 4C and D). Furthermore, Western blot 
analysis revealed high accumulation of T/2 protease-reverse transcriptase (PR-RT) protein 
in abpl A versus wt cells (Fig 4E, lanes 1 and 3). Lower PR-RT expression was quantified 
in abplAlpab2A versus abpl A (Fig.4E, lanes 3 and 4; Fig. 4F). PR-RT was not detected in 
wt and pab2A cell extracts (Fig. 4E, lanes 1 and 2), probably due to trace level of the 
protein in those strains. These results show that Abpl repress T/2 rétrotransposition rate, 





























|  S§ 40
f S  20
2 ?
K .S 5
? !  4
s i  *
■
. . I I
*
Stra ins
WB : RT 









Figure 4. T/2 rétrotransposition rate is modulated in abpl h. and in abpl\lpab2A  cells.
(A) Diagram of the system used for calculating the Tf2 rétrotransposition rates. T/2-12 
contains a gene, neoAI, in its opposite direction and which is interrupted by an antisense 
artificial intron. After mobilization of T/2-12, neoAI is correctly expresses due to removal 
of the antisense artificial intron, thereby allowing growth in drug containing media. (B) 
Quantification of T/2-12 rétrotransposition rate by fluctuation analysis. The data and errors 
bars represent the average and 95 % confidence interval from 40 independent experiments.
(C) Northern blot analysis, on the left side, of total RNA prepared from wild-type (lane 1), 
pab2A (lane 2), abpl A (lane 3) and abplAlpab2A (lane 4) cells expressing T/2-12 neoAI. 
Northern blot analysis, on the right side, of a longer exposure time of total RNA prepared 
from wild-type (lane 5) and pab2A (lane 6) cells expressing T/2-12 neoAI. The blots was 
hybridized using probes complementary to neoAI antisense RNA and the 25s rRNA. (D) 
Quantification of Northern blots data for T/2-12 mRNA levels. The data and errors bars 
represent the average and standard deviation from at least three independent experiments. 
(* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001; Student’s t test). (E) Western blot analysis of 
total proteins prepared from wild-type (lane 1), pab2A (lane 2), abpl A (lane 3) and 
abplA!pab2A (lane 4) cells expressing T/2-12 neoAI. The blot was hybridized using 
antibody against T/l reverse transcriptase (RT) and Tubulin a. (F) Quantification of 
Western blots data for T/2 protease reverse transcriptase proteins (PR-RT) levels. The data 
and errors bars represent the average and standard deviation from at least three independent 
experiments. (* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001; Student’s t test).
T/2 antisense transcripts are expressed during meiotic differentiation in specific 
meiosis stages.
To gain insight into the functional relevance of T/2AS expression, we search for natural 
biological condition endogenous expression of these. Our first hypothesis was to 
investigate in the meiotic cycle, since it was previously reported that wave of antisense 
transcription accompanied sexual differentiation (Bitton et al., 2011). Using diploid h+/h+ 
patl-114/patl-114 temperature sensitive cells (Bahler et al., 1991), we performed meiotic 
entry synchronization and monitored the progression through the meiotic cycle (Fig. 5A). 
Northern blot analysis revealed significant accumulation of T/2AS, which are repress in 
vegetative phase by Pab2 and Abpl, at 3h, 4h and peak at 5h after meiotic induction (Fig. 
5B, lanes 4-6; Fig. 5C). The T/2AS expression time coincide with horse-tail and meiosis I 
stages. Novel shorter T/2 antisense transcripts (short7/2AS) were also detected at 8h and 
peaked at 12h after meiotic induction, which concord with late meiosis stage (Fig. 5B, lanes 
9-11). Those short 7/2AS with a length of about 800 nt are mapping to the 3’ end of Tj2 
ORF (data not shown). Northern blot analysis also revealed accumulation of T/2 mRNA at
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l-2h and 8-12h after meiotic induction (Fig. 5B, lanes 2 and 9-11). Longer Tf2 transcripts 
were expressed in late meiosis stages at 8-12h after meiotic induction (Fig. 5B, lanes 8-11). 
Tf2 mRNA expression was significantly repressed at 5h and 6h after meiotic induction (Fig. 
5B, lanes 6 and 7; Fig. 5D). Inverse correlation, (r = -0.984; p < 0.05), exist between Tf2 
mRNA and Tf2AS expression over 2h to 5h after meiotic induction (Fig. 5B, lanes 3-6; Fig. 
5C and D). These results show that T/2AS are expressed during meiotic differentiation and 
that their accumulation is monitored in specific meiosis stages. These results give rise to 
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Figure 5. Endogenous expression of TJ2 antisense transcripts in specific meiosis stages.
(A) Meiosis progression in synchronized diploid h+/h+ patl-114/patl-114 cells. The data 
and errors bars represent the average and standard deviation from three independent 
experiments. At least 100 cells were counted by fluorescence microscopy for each time 
point. (B) Northern blot analysis of total RNA prepared from synchronized diploid h+/h+ 
patl-114/patl-114 cells at each hour from Oh to 8h (lanes 1-9), at lOh (lane 10) and at 12h 
(lane 11) after meiotic induction. The blot was hybridized using probes complementary to 
Tf2 antisense RNA, Tf2 ORF and 25s rRNA. The asterisk defines another shorter antisense 
transcript mapping to the 3’ end of Tf2 ORF. (C and D) Quantification of Northern blots 
data for Tf2 antisense RNA, excluding the shorter one, (C) and Tf2 mRNA (D) levels. The 
data and errors bars represent the average and standard deviation from at least three 
independent experiments. (* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001; Student’s t test).
Expression of Tf2 readthrough transcripts in late meiosis.
To further investigate the nature of the Tf2 ORF-containing longer transcripts accumulating 
in late meiosis stages, we performed Northern blot analysis against amt3 ORF, as it was 
previously shown that under low oxygen a longer amt3 transcript originating from LTR of 
Tf2-3 accumulates (Sehgal et al., 2007). Detection of two transcripts was observed at 8h, 
lOh and 12h after meiotic induction (Fig. 6A, lanes 9-11). The shorter amt3 transcript 
migrates around 2500 nt and the longer one over 5000 nt. This result prompted us to verify 
the existence of Tf2 readthrough transcripts. Tf2 genomic context analysis revealed that on 
the 13 Tf2 loci, 10 are flanked downstream by genes and noncoding RNAs in tandem 
orientation. RT-PCR analysis was performed on these 10 loci to confirm Tf2 readthrough 
transcripts accumulation in late meiosis. Of those 10 loci, 9 showed Tf2 readtrough 
transcripts (Fig. 6B, panel i-ix). From these results, we conclude that in late meiosis Tf2 
readthrough transcripts accumulate from the majority of Tf2 loci, suggesting a defect in 
transcription termination in the LTR of Tf2. Further experiments will be required to 
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Figure 6. Expression of Tf2 readthrough transcripts in late meiosis.
(A) Northern blot analysis of total RNA prepared from synchronized diploid h+/h+ patl- 
114/patl-114 cells at each hour from Oh to 8h (lanes 1-9), at lOh (lane 10) and at 12h (lane 
11). The blot was hybridized using probes complementary to amt3 ORF and 25s rRNA. (B) 
RT-PCR analysis of total RNA prepared from synchronized diploid h*/h+ patl-114/patl- 
114 cells at lOh (lanes 1 and 2) and Oh (lane 3) after meiotic induction. Reverse 
transcription were performed (lanes 1 and 3) using primer complementary to ORF of fm ll 
(i), amt3 (ii), dhpl (iii), mak2 (iv), Tf2 (v), sp e d 020.05 (viii), and to sense strand of 
spncma.1466 (vi), spncrna.383 (vii) and spncma.1287 (ix). PCR were performed using the 
reverse primers mentioned above with a forward primer mapping to Tf2 ORF.
128
DISCUSSION
Le projet de recherche présenté au chapitre 1 a permis de mener à l’identification du NLS et 
de la karyophérine responsable de 1’import nucléaire de la protéine nucléaire liant les 
queues poly(A), Pab2, chez la levure à fission. Nos essais de localisation, d’interaction 
physique et de complémentation fonctionnelle ont permis de démontrer qu’un PY-NLS 
dans la région C-terminale de Pab2 est nécessaire et suffisant à son import nucléaire par 
l’orthologue de la karyophérine P2, Kapl04. Cette étude est la première démonstration 
fonctionnelle d’un système d’import de type PY-NLS chez la levure à fission. Elle a aussi 
permis de montrer que la méthylation des arginines peut affecter l’import nucléaire d’un 
cargo de type PY-NLS. Finalement, il a été montré qu’un système d’import nucléaire de 
type PY-NLS pour l’orthologue humain de Pab2, PABPN1, n’est pas requis pour sa 
localisation nucléaire, suggérant ainsi des mécanismes d’import nucléaire alternatifs ou 
redondants pour PABPN1.
Le PY-NLS de type hydrophobique chez la levure à fission
Bien que l’étude au chapitre 1 a permis de démontrer qu’un PY-NLS de type basique (bPY- 
NLS) est fonctionnelle, il reste à caractériser si un PY-NLS de type hydrophobe (hPY- 
NLS) est aussi reconnu par la Kapl04 de la levure à fission. Car, il a déjà été démontré que 
la Kapl04 chez 5. cerevisiae médie 1’import des cargos de type bPY-NLS, mais qu’elle ne 
reconnait pas les cargos de type hPY-NLS (Suel et al., 2008). Cette perte de fonction de la 
Kapl04 de S. cerevisiae a été expliquée par le manque de conservation au niveau des 
résidues établissant le contact avec le motif hydrophobe du hPY-NLS ainsi que par la faible 
homologie de séquence au niveau des hélices 16 et 17 (Suel et al., 2008), région de la 
KapP2 par laquelle le motif hydrophobe est reconnue (Imasaki et al., 2007). Toutefois, la 
Kapl04 de S. pombe démontre une plus forte homologie de séquence que celle de S. 
cerevisiae à la KapP2 au niveau des hélices 16 et 17. De plus, la Kapl04 de S. pombe 
détient, à l’exception d’une seule, tous les acides aminés de la Kapp2 qui ont été montrées 
pour établir une interaction directe avec le motif hydrophobe de hnRNP A l, 
comparativement à la Kapl04 de S. cerevisiae qui n’en a aucune de conservée (Suel et al.,
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2008). Des essais de localisation avec une protéine hétérologue GST-GFP comportant le 
hPY-NLS de hnRNP Al ainsi que des essais d’interaction physique directe entre hnRNP 
A l et Kapl04 pourraient être effectués afin de déterminer si la Kapl04 de S. pombe a la 
capacité d’importer au noyau des cargo détenant un hPY-NLS.
Importance biologique d’un mécanisme d’import nucléaire pour Pab2
La masse moléculaire de Pab2 est de 18.5 kDa. Donc, Pab2 devrait avoir la capacité de 
diffuser passivement à travers le complexe du pore nucléaire et ainsi d’atteindre le 
nucléoplasme ce qui pourrait lui permettre d’exercer ses fonctions nucléaires dans la 
dégradation et maturation des ARN. Concordant partiellement avec cette hypothèse, une 
souche kapl04A détenant le locus endogène de pab2 ne démontre qu’un léger défaut dans 
la régulation de l’expression de rpl30-2 (donnée non-présentée), contrastant avec le strict 
besoin de Kapl04 dans le contexte de GFP-Pab2 pour la régulation de l’expression de 
rpl30-2 (Fig. 4B). Ceci soulève des questions à savoir l ’importance biologique d’un 
mécanisme d’import nucléaire pour Pab2. Une première hypothèse est que le système 
d’import nucléaire de Pab2 est requis afin que Pab2 ne soit pas en quantité limitante au 
nucléoplasme. Bien qu’un simple léger défaut ait été observé pour la régulation de 
l’expression de rpl30-2, il se peut que d’autres cibles de Pab2 dans un contexte kap!04A 
soient beaucoup plus affectées. Une autre hypothèse est que ce mécanisme d’import 
nucléaire sert à prévenir une accumulation de Pab2 au cytoplasme ce qui pourrait mener à 
une inhibition de la traduction due à une compétition pour l’accessibilité à la queue poly(A) 
avec la PABP cytosolique, Pabl. En effet, il a été démontré qu’une fraction de Pab2 
cosédimente avec des ARNm polysomaux (Lemieux and Bachand, 2009), suggérant ainsi 
que Pab2 est exportée du noyau avec les ARNm. Toutefois, due à la localisation nucléaire 
quasi exclusive de Pab2 à l’équilibre, il a été suggéré que Pabl remplace Pab2 sur la queue 
poly(A) des ARNm après leur export nucléaire (Lemay et al., 2010). Néanmoins, le 
mécanisme par lequel il y aurait un échange entre la PABP nucléaire et cytosolique pour 
l’accessibilité à la queue poly(A) n’est pas encore bien compris. Chez S. cerevisiae, 
certaines évidences démontrent que la Kapl04 est impliquée dans le relâchement de la 
PABP nucléaire Nab2 des ARNm avant la traduction dans le cytoplasme (Lee and
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Aitchison, 1999). De plus, un mécanisme basé sur la dissociation localisée, médié par la 
Kapl04, de Nab2 aux ARNm (rendant ainsi les ARNm compatibles à la traduction) 
favorise la synthèse protéique localisée lors du bourgeonnement de S. cerevisiae (van den 
Bogaart et al., 2009). Donc, il serait intéressant de déterminer si la Kapl04 est impliquée 
dans l’échange entre Pab2 et Pabl au niveau de l’accessibilité de la queue poly(A) des 
ARNm, où Kapl04 favoriserait le décrochage de Pab2 de l’ARNm et ,par la suite, 
médierait l’import de Pab2 au nucléoplasme.
Plusieurs mécanismes d’import nucléaire pour PABPN1
Nos résultats suggèrent qu’il y a des mécanismes d’import nucléaire alternatifs ou 
redondants à celui de type PY-NLS pour PABPN1. Afin de vérifier cette hypothèse des 
essais d’interaction physique directe entre PABPN1 et les diverses karyophérines 
pourraient être effectués afin d’identifier de nouveaux mécanismes d’import nucléaire 
potentiels. Si tel est le cas, pourquoi cette protéine nécessiterait-elle plusieurs mécanismes 
d’import? Une des hypothèses possibles serait que ces divers mécanismes d’import 
nucléaire ne seraient pas nécessairement requis pour s’assurer que PABPN1 soit localisée 
au noyau, mais pourraient plutôt permettre une régulation plus complexe sur PABPN1 dans 
l’exécution de ses fonctions. En effet, une étude a observé qu’au cours de l’évolution les 
orthologues de la protéine NXF1 humaine, qui sont impliqués dans le transport nucléo- 
cytoplasmique des ARNm, ont un nombre croissant de mécanismes d’import nucléaire 
corrélant avec le degré de complexité de l’organisme (Zhang et al., 2011). Alors, il pourrait 
être intéressant, une fois que les mécanismes d’import potentiels pour PABPN1 soient 
caractérisés, de vérifier les impacts sur l’exécution des fonctions de PABPN1 en absence de 
l’un ou l’autre de ces mécanismes d’import nucléaire.
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Le projet de recherche présenté au chapitre 2 a permis de mener à l’identification d’une 
nouvelle fonction de Pab2 dans la répression de l’expression des rétrotransposons Tf2. Il a 
aussi été observé que Pab2 coopère avec Abpl afin de réprimer en phase végétative 
l’expression de transcrits méiotiques antisens aux Tf2. Des essais de rétrotransposition ont 
permis de montrer que le taux de rétrotransposition des Tf2 est affecté par l’expression des 
protéines Abpl et Pab2. Finalement, cette étude a menée à la détection de transcrits de 
translecture des loci Tf2 exprimés en phase tardive de la méiose.
Répression de l’expression des Tf2 par Pab2
Des analyses Northern blot ont permis de confirmer une augmentation d’expression 
d’environ deux fois des transcrits Tf2 dans une souche pab2A (Fig. 1A et B). Une 
accumulation de transcrits émanant des loci spécifiques Tf2-1, Tf2-10 et TJ2-11 dans une 
souche pab2A a aussi été confirmée (Fig. 1D). Ces résultats suggèrent que les différents 
loci/transcrits Tf2 sont tous soumis à une répression d’expression exercée par Pab2. 
Toutefois, il a été observé que l’accumulation des transcrits Tf2 spécifiques varie 
légèrement entre-eux (Fig. 1E). D’autres études concernant la régulation d’expression des 
Tf2 ont, elles aussi, constatées que les différents loci Tj2 sont soumis aux mêmes 
régulations d’expression, quoique les intensités d’expression provenant des différents loci 
peuvent varier entre eux (Anderson et al., 2009, Cam et al., 2008, Sehgal et al., 2007). À ce 
jour, une seule exception est connue où un locus Tf2 n’est pas soumis à la même régulation 
que les autres loci Tf2. Cette exception concerne le locus T/2-11 qui est le seul à ne pas être 
surexprimé en présence de faible concentration d’oxygène due à la perte de son site de 
liaison pour le facteur de transcription Srel (Sehgal et al., 2007).
Les analyses d’immunoprécipitation de la chromatine ont permis de constater que la densité 
d’ARN polll aux loci Tf2 est similaire entre les souches de type sauvage et pab2A (Fig. 
3B), suggérant ainsi un mécanisme post-transcriptionnel de répression d’expression des Tf2 
exercé par Pab2. De plus, il a été observé qu’il y a une légère accumulation de transcrits Tf2 
dans une souche rrpôA (Yamanaka et al., 2013), et ce, à un niveau similaire à celui retrouvé 
dans la souche pab2A (Fig. 2A et B). Ceci concorde avec plusieurs études qui ont
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caractérisé des mécanismes post-transcriptionnels de maturation et de dégradation d’ARN 
nucléaires, où il est proposé que Pab2 lie les queues poly(A) de ces ARN nucléaires et y 
favorise le recrutement de l’exosome (Lemay et al., 2010, Lemieux et al., 2011, St-Andre et 
al., 2010). D a été montré que le recrutement de l’exosome peut être mené directement par 
Pab2 et ainsi qu’avec la collaboration de différent cofacteurs (Lee et al., 2013, Lemay et al., 
2010, St-Andre et al., 2010, Sügiyama and Sugioka-Sugiyama, 2011, Yamanaka et al.,
2010). En outre, il a été observé que la délétion de l’un de ses cofacteurs, redl, mène aussi 
à l’accumulation d’environ deux fois des transcrits 7/2 (Sügiyama and Sugioka-Sugiyama,
2011). Tout récemment, une étude a proposé l’existence d’un complexe dénommé MTREC 
qui est composé de Redl et Mtll. Ce complexe MTREC peut favoriser la maturation et la 
dégradation de divers groupes d’ARN qui sont aussi ciblés par Pab2 et Rrp6 , ces groupes 
étant les snoRNAs, le pré-ARNm rpl30-2 ainsi que les Tf2 ((Lee et al., 2013, Lemay et al., 
2010, Lemieux et al., 2011, Yamanaka et al., 2013) et Fig 2A et B). Dans cette étude, ils 
ont aussi montré que Pab2 co-immunoprécipite avec Rmnl et que cette dernière co- 
immunoprécipite aussi avec Redl. Des analyses de spectométrie dé masse ont aussi détecté 
la présence de Redl, Mtll et Pab2 lors de l’immunoprécipitation de Rmnl-FLAG 
suggérant des interactions plausibles entre le MTREC et Rmnl-Pab2 (Lee et al., 2013). 
Afin de caractériser plus en. profondeur 1’interrelation de ces protéines/complexes dans la 
répression d’expression des Tf2, des analyses Northern blot pour les transcrits Tf2 dans des 
souches combinant des délétions entre les éléments discutés ci-haut pourraient être 
effectuées.
Répression, lors de la phase végétative, par Pab2 et Abpl d’un transcrit antisens aux 
7/2 qui est exprimé lors d’étapes spécifiques de la méiose.
Une étude d’épistasie à travers le génome de S. pombe a mené à l’identification d’une 
interaction génétique négative entre Pab2 et Abpl (Roguev et al., 2008). Abpl est une 
protéine se localisant au LTR des rétrotransposons 7/2 en plus d’être un élément clé dans la 
répression transcriptionnelle de ces derniers. En effet, Abpl promeut le recrutement de 
HDACs et favorise la formation et le maintien d’une structure d’ordre supérieure de la 
chromatine, nommée corpuscule de Tf, permettant un regroupement des différents loci 7/2
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(Cam et al., 2008). Il était donc attendu qu’un double mutant abplAlpab2A ait des 
accumulations de transcrits Tf2 plus élévées que dans les simples mutants, dues à la 
combinaison de l’altération d’un mécanisme de type transcriptionnel et d’un de type post- 
transcriptionnel de répression d’expression des 7/2. Contre toutes attentes, les analyses 
Northern blot ont montré une diminution de l’accumulation de transcrits Tf2 dans une 
souche abplAlpab2A par rapport au simple mutant abpl A. (Fig. 2A et B). Néanmoins, 
l’accumulation de transcrits Tf2 dans le double mutant est significativement plus élevé que 
dans le simple mutant pab2A (Fig. 2A et B). Nous avons vérifié le degré d’accumulation de 
transcrits 7/2 dans la souche abplAlrrpôA. Similairement à la souche abplAJpab2A, la 
souche abplAlrrpôA démontre une forte réduction d’accumulation de transcrits Tf2 par 
rapport à abpl A, même que l’accumulation de transcrits Tf2 est similaire entre les souches 
abplAlrrpôA et rrpôA (Fig. 2A et B). Sachant que Pab2 est fonctionnellement et 
physiquement associée à Rrpô (Lemay et al., 2010) et que dans un mutant rrpô A il y a 
génération de siRNA ciblant les loci Tf2 et l’établissement de marque H3K9me à ces 
derniers (Yamanaka et al., 2013); nos résultats ont mené à l’hypothèse que, dans les 
doubles mutants abplAlpab2A et abplA/rrpôA, le RNAi serait un mécanisme alternatif à 
Abpl pour la répression transcriptionnel des Tf2. Nous avons essayé d’effectuer des essais 
génétiques avec des délétions des composantes du RNAi. Cependant, l’incapacité à obtenir 
les triples mutants ou bien des souches efficaces pour une répression inductible sous le 
contrôle du promoteur nmt en présence de thiamine nous a obligés à nous tourner vers des 
analyses alternatives. Nous avons donc examiné la détection de transcrits antisens aux 7/2 
par Northern blot. Comme attendu, une forte accumulation de transcrits antisens aux 7/2 
(Tf2AS) a été observée dans la souche rrpô A (Fig. 2C et D). De plus, une accumulation de 
transcrits Tf2AS a aussi été observée dans les souches abplAlrrpôA et abplAlpab2A (Fig. 
2C et D). La détection des mêmes transcrits Tf2AS dans les souches abplA/pab2A et 
abplAlrrpôA que ceux retrouvés dans rrpô A rend donc plausible l’hypothèse que la 
diminution d’accumulation de transcrits Tf2 observée dans les doubles mutants par rapport 
au simple mutant abpl A soit causée par une répression transcriptionnelle exercée par le 
RNAi. De plus, une diminution de la densité d’ARN polll aux loci Tf2 dans la souche 
abplAlpab2A par rapport au simple mutant abpl A a été démontrée (Fig. 3B). Les analyses 
ChIP de l’ARN polll ont aussi permis de confirmer que Abpl fait réduire la densité d’ARN
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polll aux loci Tf2 (Fig. 3B). Finalement, la détection de siRNA ciblant les Tf2 dans ces 
souches pourra sugérrer l’implication du RNAi dans la répression des Tf2.
Il a été observé que Rrpô joue un rôle majeur dans la répression de l’accumulation des 
transcrits Tf2AS et qu’il y a une accumulation synergétique de ceux-ci dans la souche 
abpl A/rrpôA (Fig. 2C et D). Bien que Pab2 ne semble pas être le joueur clé dans la 
répression de ces transcrits Tf2AS, une accumulation synergétique de ces transcrits est aussi 
observée dans la souche abplhJpablA  (Fig. 2C et D). Sachant que ces transcrits Tf2AS sont 
polyadénylés ((Lorenz et al., 2012) et données non-présentées), ceci permet d’émettre la 
même hypothèse que pour les transcrits Tf2, c’est-à-dire que Pab2 lie la queue poly(A) de 
ces transcrits et favorise le recrutement de Rrpô pour leur dégradation. Dans un contexte 
abpl à, où il y a défaut de recrutement des HDACs Clr3 et Clrô (cette dernière réprimant 
l’expression généralisée de transcrits antisens à partir de sites cryptiques d’initiation de la 
transcription (Nicolas et al., 2007)) et démantèlement des corpuscules de Tf (Cam et al., 
2008), il est plausible qu’il y ait une plus forte transcription des Tf2AS. Toutefois, cette 
hausse de transcription ne se convertirait pas en accumulation de transcrits Tf2AS due à un 
fort taux de dégradation de ces transcrits. Ce fort taux de dégradation de ces transcrits 
Tf2AS serait exécuté majoritairement par Rrpô, où Pab2 serait un cofacteur requis pour 
atteindre ce rendement optimal de dégradation de ces transcrits.
Afin de caractériser un rôle fonctionnel pertinent pour les transcrits TfZAS, il était 
nécessaire de trouver dans quelle condition biologique ces transcrits sont exprimés de façon 
endogène. Sachant qu’il y a lors de la méiose des vagues d’expression de transcrits antisens 
(Bitton et al., 2011) et qu’il y a production de siRNA ciblant les Tf2 lors de la méiose 
(Yamanaka et al., 2013), nous avons effectué une synchronization de l’entrée en méiose des 
cellules diploïde h+/h+ patl-114lpatl-114 afin de vérifier s’il y a expression de ces 
transcrits T/2AS. L’expression de ces transcrits T/2AS a été observée lors des étapes de la 
queue de cheval et de la méiose I du programme du cycle méiotique (Fig. 5A et B). Lors de 
l’étape de queue de cheval, il y a l’alignement des chromosomes sœurs suivi du processus 
d’enjambement menant à la variabilité génétique entre les spores. Donc, à ce moment, il est 
légitime de proposer qu’il y a démantèlement des corpuscules de Tf Si tel est le cas, ce qui
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peut être vérifié par des analyses d’hybridation in situ en fluorescence, cela pourrait 
engendrer une chromatine plus accessible à la machinerie transcriptionnelle, similairement 
au phénotype retrouvé dans une souche abpl à, lui donnant ainsi une meilleure opportunité 
d’exprimer les transcrits Tf2 et TfZAS. Néanmoins, à ce moment, on observe une 
augmentation d’accumulation des transcrits TfZAS et une diminution d’accumulation des 
transcrits TfZ (Fig. 5C et D). Parmi les hypothèses qui pourraient expliquer ce phénomène, 
il pourrait être plausible que durant cette échelle de temps la dégradation post- 
transcriptionnelle du transcrits TfZAS soit inactivée ou bien que la région promotrice de 
Tf2AS soit la cible de facteurs de transcription pouvant favoriser ou réprimer l’initiation de 
la transcription à ce site. Afin de vérifier ces hypothèses, des essais de synchronisation 
d’entrée en méiose en utilisant une souche délétée pour rrpô et une pour pab2 pourraient 
nous suggérer par des analyses Northern blot s’il y a une régulation spécifique au niveau de 
la dégradation de ces transcrits TfZAS lors de la méiose. Pour répondre à la deuxième 
hypothèse, il a été observé que l’accumulation des transcrits Tf2AS est croissante entre 3h et 
5h après l’induction d’entrée en méiose et que cette accumulation est suivie d’une forte 
diminution à 6 h (Fig. 5B et C). Cette échelle de temps d’expression des transcrits TfZAS 
concorde avec celle des gènes méiotiques précoces, dont la régulation transcriptionnelle de 
leur expression est sous la gouverne de facteurs de transcription favorisant et réprimant leur 
expression, soit respectivement Repi et Mei4 (Mata et al., 2007). Encore ici, des essais de 
synchronisation d’entrée en méiose en utilisant une souche délétée pour repi et une pour 
mei4 pourraient nous informer si l’expression de ces transcrits TfZAS est sensible à ces 
vagues transcriptionnelles d’expression. De plus, lors du processus d’enjambement, il peut 
se produire des événements de recombinaison ectopique entre des éléments répétitifs situés 
à différents endroits dans le génome comme pour les EGM et les gènes des ARNt et des 
ARNr. Ces événements produisent des réarrangements chromosomiques néfastes pouvant 
mener à des maladies ou à la létalité (Sasaki et al., 2010). Les mécanismes minimisant ces 
événements sont encore très peu détaillés. En outre, une étude chez la levure à fission 
(Ellermeier et al., 2010) a permis de mettre en évidence l’implication du RNAi dans la 
répression des cassures double brin d’ADN et de la fréquence de recombinaison au niveau 
des centromères, région où l’on retrouve plusieurs éléments répétitifs. Dans cette étude, il a 
aussi été observé que la HDAC Clr3 (qui conjointement avec le RNAi réprime
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trancriptionnellement les centromères lors du cycle mitotique), à l’opposé du RNAi, n’a pas 
d’implication dans la répression des cassures double brin d’ADN et dans la diminution de 
la fréquence de recombinaison au niveau des centromères lors de la méiose (Ellermeier et 
al., 2010). Donc, l’activation d’un mécanisme de répression des Tf2 par le RNAi pendant la 
méiose pourrait avoir été sélectionnée par l’évolution afin de réprimer leur expression ainsi 
que de prévenir les cassures double brin d’ADN et ainsi minimiser les événements de 
recombinaison ectopiques entre les loci Tf2. Bien que l’on ait déjà répertorié la présence de 
siRNA ciblant les Tf2 en méiose, on ne connait toutefois pas leur période d’apparition ou 
d’action. Dans un premier temps, il serait important de vérifier la période d’apparition des 
siRNA ciblant les Tf2 au courant de la méiose et ainsi vérifier l’expression des Tf2 par 
Northern blot en utilisant une souche délétée pour une composante majeure du RNAi dans 
des essais de synchronisation d’entrée en méiose. Ceci permettra de confirmer le temps 
d’action du RNAi sur la régulation des Tf2 lors de la méiose. Par la suite, des analyses par 
Southern blot permettraient de vérifier s’il y a une augmentation de cassures double brin 



















Figure 1. Modèle hypotétique chez la levure à fission de la régulation des éléments 
génétiques mobiles par Pab2 et Abpl ainsi que de l’impact des transcrits Tf2AS sur 
l’expression des 7/2.
Dans une cellule de type sauvage, Abpl recrute les HDACs, Clr3 et Clr6 , aux loci 7/2 et 
réprime l’accès pour la machinerie transcriptionnelle aux LTR et à un promoteur cryptique 
interne des 7/2. De plus, Pab2 en collaboration avec Rrpô favorise une dégradation post- 
transcriptionnelle des transcrits 2/2 et Tf2AS. Dans une cellule abplA!pab2A, il y a accès 
pour la machinerie transcriptionelle au promoteur cryptique interne et il y a transcription 
des T/2AS. Rrpô ne détenant plus son cofacteur Pab2 exerce une répression post- 
transcriptionnelle moins forte sur les Tf2AS causant ainsi leur accumulation. Par la suite, il 
est proposé que les transcrits Tf2AS induisent une répression transcriptionelle des 7/2 qui 
pourrait être médiée à travers le RNAi, la protéine Sebl ou un autre mécanisme encore 
inconnue à ce jour.
Le taux de rétrotransposition du Tf2 est modulé dans les souches abpl A et 
abplA/pab2A.
Il a été observé que la régulation de l’expression des loci 7/2 est affectée par les protéines 
Abpl et Pab2 (Fig. 1, 2 et 3). D devenait alors intéressant d’investiguer si le taux de 
rétrotransposition du 7/2 était aussi affecté par ces protéines. Une étude a précédemment 
démontré une augmentation d’accumulation des transcrits Tfl et une augmentation du taux 
de rétrotransposition du Tfl dans une souche abplA  versus une souche wt (Cam et al., 
2008). Nos résultats ont permis de confirmer que le taux de rétrotransposition des 7/2 tout 
comme celui des Tfl sont réprimés en présence de Abpl (Fig. 4B). On a toutefois observé, 
dans une souche abpl A versus une souche wt, une moins forte hausse du taux de 
rétrotransposition de 7/2-72 (environ six fois) comparée à celle observée pour le Tfl 
(environ 20 fois), et ce, même si l’augmentation des transcrits 7/2-72 (environ 50 fois) (Fig. 
4C et D) soit beaucoup plus forte que celle des Tfl (environ six fois) (Cam et al., 2008). À 
l’instar de ces dernières observations, une étude a précédemment observé que le taux de 
rétrotransposition des Tfl était beaucoup plus élevé que celui des 7/2, alors que ces deux 
EGM étaient exprimés dans des souches wt sous le contrôle du même promoteur nmt (Hoff 
et al., 1998). Nos analyses ont aussi montré que les taux de rétrotransposition ne diffèrent 
pas entre les souches wt et pab2A (Fig. 4B), même si cette dernière montrent une 
accumulation du double des transcrits tf2-12 (Fig. 4C et D). Contrairement aux Tfl qui se 
réinsèrent presque qu’exclusivement au génome par l’intermédiaire de leur intégrase dans
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un nouveau locus, les Tfl se réinsèrent au génome majoritairement par recombinaison 
homologue sur un locus Tfl pré-existant (Hoff et al., 1998). De plus, les loci Tfl sont 
regroupés dans les corpuscules de Tf et il a été montré que ces structures répriment la 
réinsertion des rétrotransposons par recombinaison homologue aux loci Tfl préexistants 
(Cam et al., 2008). D est donc probable que dans une souche pabl A, si l’on assume que les 
corpuscules de Tf y sont toujours fonctionnels, le taux de rétrotransposition de Tfl-11 ne 
varie pas significativement comparé à une souche wt. Une diminution de moitié du taux de 
rétrotransposition du Tfl-11 est observée dans la souche abplA/pablA  comparée à la 
souche abpl A (Fig. 4B). En outre, une étude chez la levure à bourgeon a démontré que 
l’expression d’un transcrit antisens au rétrotransposon Tyl induit des défauts de maturation 
des protéines du rétrotransposon causant une diminution du taux de rétrotransposition 
(Matsuda and Garfinkel, 2009). Néanmoins, bien qu’il y ait une diminution d’accumulation 
de la protéine PR-RT dans notre souche abpIAlpablA  (Fig. 4E et F), où l’on a détecté 
l’accumulation de transcrits TflAS (Fig. 2C et D), comparé à la souche abpl A, aucun 
défaut de maturation de la protéine PR-RT n’a été détecté. La baisse du taux de 
rétrotransposition de Tfl-11 dans la souche abplAJpablA versus la souche abpl A peut 
simplement s’expliquer par la diminution d’expression des transcrits et protéines du 
rétrotransposon. Toutefois, il n’est pas exclu que la formation d’hétérochromatine de façon 
RNAi-dépendante dans la souche abpl Al pabl A aux loci Tfl, si tel est le cas, puisse avoir 
un impact dans la répression de l’intégration du rétrotransposon au génome par 
recombinaison homologue.
Accumulation de transcrits de translecture des loci Tf2 en phase tardive de la méiose.
Les analyses Northern blot des essais de synchronisation d’entrée en méiose ont mené à la 
détection d’une traînée de transcrits Tfl extensionnés en phase tardive de la méiose 
(Fig.5B). Une étude précédente a aussi identifié des transcrits plus longs contenant les 
séquences LTR des Tfl lorsque les cellules de S. pombe sont soumises à de faible 
concentration d’C>2. Entre autres, cette étude a identifié et confirmé l’expression spécifique, 
en présence de faible concentration d’0 2 , d’un transcrit plus long du gène amt3 comprenant 
les séquences du LTR 3’ du rétrotransposon Tfl-3, ce dernier se situant directement en
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amont de amt3 (Sehgal et al., 2007). Afin de caractériser la nature de nos transcrits Tf2 
extensionnés, une analyse Northern blot envers le cadre de lecture de amt3 a été effectuée. 
Une accumulation de deux transcrits a été détectée en phase tardive de la méiose (Fig. 6 A). 
Le plus court est d’une taille d’environ 2500 nt, concordant avec la taille prédite du 
transcrit amt3 selon la banque de données PomBase (Wood et al., 2012). Le plus long est 
d’une taille plus grande que 5000 nt, suggérant ainsi un transcrit fusion Tf2-3_amt3. Une 
analyse par RT-PCR a permis de confirmer l’existence de ce transcrit fusion en phase 
tardive de la méiose (Fig. 6 B, ii). Étant donnée que l’analyse Northern blot contre le cadre 
de lecture des Tf2 démontre une traînée (au-dessus du transcrit Tf2) en phase tardive de la 
méiose, cela suggère la présence de plusieurs transcrits fusion provenant des différents loci 
Tf2. Une analyse génomique a permis d’observer que sur les treize loci Tf2, dix détiennent 
directement en leur aval un gène (retrouvé à sept loci) ou un ARN non-codant (retrouvée à 
trois loci) dans la même orientation (Kersey et al., 2012, Wood et al., 2012). Il y a eu 
confirmation de l’existence de transcrit fusion pour neuf des dix loci discutés (Fig. 6 B, i- 
ix). De plus, des analyses transcriptomiques sur des cellules de S. pombe synchronisées 
pour l’entrée en méiose à permis d’observer que les sept gènes en aval des Tf2 sont plus 
fortement exprimés en phase tardive qu’au moment de l’entrée en méiose (Mata et al., 
2002). Ceci suggère que les Tf2 puissent servir à l’induction de l ’expression de ces gènes 
en phase tardive de la méiose. Une délétion du rétrotransposon en aval du gène en question 
permettrait d’observer l’importance du rétrotransposon dans la régulation de l’expression 
du gène en question en phase tardive de la méiose. Il serait aussi intéressant de vérifier 
l’expression en méiose des gènes en aval des solo-LTR. Toutefois, dans la circonstance où 
seulement une surexpression des gènes en aval des rétrotransposons serait requise pour un 
bon déroulement de la méiose, pourquoi y aurait-il accumulation de transcrits fusions? 
Peut-être ces transcrits ont des propriétés traductionnelles spécifiques ou bien peut-être que 
ces transcrits sont intemalisés dans les VLP s’ensuivant d’une synthèse de cDNA chimères 
entre les TJ2 et les autres gènes où ces derniers cDNA pourraient être intégrés dans le 
génome d’une nouvelle spore. Cette dernière hypothèse serait donc un mécanisme où les 
rétrotransposons serviraient à favoriser la variabilité génétique en menant à la synthèse de 
nouveaux gènes qui pourrait ou non être sélectionnés par l’évolution.
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